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RESUMEN

Titulo: ESTUDIO DE LA CURVA DE SUPERVIVENCIA DURANTE UN PROCESO DE
ISQUEMIA MESENTERICA AGUDA. ALTERACIONES MORFOLOGICO-
FUNCIONALES Y EFECTO DEL TRATAMIENTO CON SUPERQXIDO DISMUTASA.
ESTUDIO EXPERIMENTAL EN Rattus norvegicus.

Introduccion y antecedentes.- Los procesos patolégicos causados por uﬁa disminucion del flujo
sanguineo, constituyen en nuestros dias la primera causa de muerte en el mundo Occidental.
Desde hace algunos afios se ha relacionado a los procesos de isquemia-reperfusion con la
presencia de radicales libres en el medio, los cuales contribuyen a agravar ]as lesiones producidas
por la falta de aporte sanguineo. El efecto lesivo de estas moléculgs, junto con la propia
patologia del proceso isquémico, la afectacion de reacciones sistémicas y un serio riesgo de
sepsis generalizada por la proliferaion de bacterias procedentes del intestino anoxico, parecen
ser los desencadenantes de un cuadro patologico severo que sigue presentando altas tasas de
mortalidad. En la actualidad, el empleo de sustancias antioxidantes para atenuar los efectos
producidos por cuadros isquémicos, han dado resultados positivos, contribuyendo a mejorar los
cuadros patoldgicos que se derivan de una obstruccion vascular y la’posterior reentrada de
sangre en el tejido.

Material y método - Se utilizaron 240 ratas de la especie Rattus norvegicus, variedad Wistar.
A los animales se les practico laparotomia media abdominal y tras visualizar la arteria
mesentérica craneal se procedio a la colocacion de microclamp atraumatico. El tiempo de
oclusién vascular dependio de cada una de las series. Los animales fuieron distribuidos en 14
series experimentales, todos ellos con pesos comprendidos entre 240y 300 g, y mantenidos en
condiciones estandar de laboratorio, a 22° C y fotoperiodo 12 horas. Todos ellos dispusieron
de alimentacion y bebida a voluntad, con una dieta controlada, especialmente en antioxidantes.
Las series I a VII estuvieron formadas por 10 machos y 10 hembras y constituyeron el grupo
con el que se realizo la curva de supervivencia, ¢l estudio de parametros fisiologicos y el estudio
de las alteraciones macroscopicas y microscopicas, siendo la serie I control, sin intervencion, la
serie I serie Sham operation; serie 111, sometida a 15 minutos de isqugmia mesentérica aguda
(IMA); serie IV, sometida a 30 minutos de IMA, serie V, sometida a 60 minutos de IMA; serie
VI, sometida a 120 minutos de IMA, y serie VII, sometida a 180 minut:os de IMA. A todos los
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i
animales supervivientes de cada serie sc les mantuvo en observacion durante las 9 semanas

posteriores, tras las cuales, fueron sacrificadas. Las series VIIL, IX, X y X1 constituyeron el
grupo de estudio del efecto de la superoxido dismutasa (SOD), procedente de eritrocito de
bovino, la cual se inyectd via venosa y diluida en solucién salina, a flujo (:;onstante, 10 minutos
antes de la retirada del clamp y 10 minutos después de la reperfusion. La serie VIII -10 machos-
fue sometida a 120 minutos de IMA y tratada con sustancia placebo a basé: de suero fisiologico;
la serie X -10 machos- fue sometida a 120 minutos de IMA y tratada con SOD;, la serie IX -10
hembras- fue sometida a 60 minutos de IMA y tratada con suero fisiologico; y la serie X1 -10
hembras- fue sometida a 60 minutos de IMA y tratada con SOD. Las series X1I, Xill y XIV,
constituyeron el grupo para la cuantificacién de malon-dialdehido (MDA) libre mediante el test
del acido tiobarbiturico (TBA). La serie XiI, estuvo formada por 10 machos, de los que se
tomaron muestras del yeyuno para cuantificar el valor basal de MDA la s:erie XIII -10 machos-
alos que se sometio a 90 minutos de IMA y 30 de reperfusion, se les administré SOD antes y
después de la retirada del clamp y se les tomaron muestras del yeyuno; y l:a serie XIV, sometida
a 90 minutos de IMA y 30 de reperfusion, tras el cual se tomaron muestras del yeyuno. A las
series I, IT y XIV se les realizo el estudio de parametros séricos. '

Para el estudio estadistico se utilizé, el empleo de tasas y por{:entajes para variables
categoricas; el método actuarial, la funcion de riego y el x* para el estudio de Ia supervivencia,
el test de ANOVA o Kruskall-Wallis para valoracion de variables independientes con varias
categorias, dependiendo del test de normalidad de Shapiro-Wilks y el de verificacion de
varianzas del test de Levene; la t de Student o la U de Mann~Whitn;ey para valoracion de
variables independientes con una categoria, dependiendo del test de normalidad de Shapiro-
Wilks y el de verificacion de varianzas del test de Levene; para indices descriptivos se empled
la media y la desviacion estandar para medidas basadas en momentos y la mediana y el intervalo
intercuartilico para medidas basadas en ordenaciones; las representaciones graficas se realizaron
mediante diagrama de barras apiladas, frecuencias acumuladas y boxp]lot. Se tomaron como
valores significativos aquellos cuyo valor de p fue igual o superior a 0,65.

Resultados y conclusiones.- Del estudio general de supervivencia se enconiré que en las series
I, II y III no hubo mortalidad, apareciendo los primeros casos de muerte tras 30 minutos de
isquemia -serie IV-. L.a mortalidad del 100% de los animales se produjo tras 180 minutos de

isquemia. En todas las series, los maximos picos de mortalidad se produjeron entre las O y las
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48 horas posteriores a la reperfusion. En el estudio de la curva de supervivencia entre machos
y hembras se obtuvo una diferencia significativa para la serie [V -30 minutc;s de isquemia- y para
la serie VI -120 minutos de isquemia-, estando muy proximo al grado de si'gniﬁcaci()n en la serie
V -60 minutos de isquemia-. La tasa de letalidad 50 se situé en hembras en torno a los 60
minutos, mientras que para los machos estuvo por encima de los 120 miputos . El tratamiento
con SOD en series separadas en funcion del sexo dio como resultado un aumento de la
supervivencia en ambos casos, aunque en ninguno de ellos resulto significativo. Los estudios
macroscopico y microscopico de los drganos desvelaron una relacion directa entre tiempo de
isquemia y gravedad de las lesiones. El estudio microscopico desvelo que las lesiones no se
redujeron Unicamente al area afectada por la isquemua, sino que hub6 afectacion de otros
6rganos, especialmente pulmon. El estudio de los parametros fisiologicos éomo salida del estado
anestésico, recuperacion de la alimentacion, de la bebida y de la defecacion demostré un mayor
retraso de la recuperacion de esta actividad a medida que el tiempo de oclusion fue mayor. El
estudio bioquimico del suero manifesto elevacion significativa de CPK, ALT, AST, LDH,
creatinina y potasio, disminucion significativa de urea y conservacion de los niveles de GGT y
sodio. La cuantificacion de los niveles de MDA dio como resultado un aumento significativo tras
procesos de isquemia-reperfusion, y unos valores inapreciables del mismo en animales control

y en animales tratados con SOD.
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i INTRODUCCION.

1. INTRODUCCION

1.1. ISQUEMIA. CONCEPTO.

La palabra isquemia deriva de las griegas ishein, que significa carencia, y aima, sangre.
El término isquemia define la situacion de un tejido del organismo privado del aporte sanguineo,
y por tanto de nutrientes, entre ellos el oxigeno, imprescindible para que los tejidos conserven

su metabolismo y las células mantengan su integridad.

Los procesos patologicos por disminucion del flujo sanguirleo en los tejidos, en cualquier
localizacion, constituyen en la actualidad una de las primeras causas de muerte en el mundo
Occidental'. E! grado de la lesion isquémica, en cualquier organo, esta diréctamente relacionado
con la duracion del proceso, la vascularizacion del area anatomica y del tejido afectado’. De este
modo, por ejemplo, el cerebro es un érgano muy sensible a la falta de oxigeno y en tan solo unos
minutos puede suffir lesiones irreversibles. En cambio, el tejido muscular resiste a la anoxia hasta
6 horas. El margen de supervivencia del resto de los 6rganos se encuentra comprendido entre
ambos limites’. i

Cuando cualquier parte del organismo queda sin el aporte sénguineo necesano, se
dispara una secuencia de reacciones produciendo una disfuncion celular y necrosis del tejido,

dando lugar a una lesion tipica, el infarto.

Se ha avanzado en el conocimiento de la lesion isquémica en el émbito histologico y en
la actualidad se siguen estudiando diversos aspectos en el ambito bioqﬁimico celular. Durante
el periodo andxico se produce gran cantidad de reacciones adversas relacionadas que
contribuyen a desestabilizar el entorno y a agravar las lesiones. Esta dtlestrucci(’)n, por falta de
oxigeno, no se reduce al tejido propiamente dafiado sino que se extieqde a otras regiones del

organismo, pudiendo desencadenar un efecto de shock cuyo resultado final es la muerte.

Hoy dia se sabe que la reoxigenacion del area afectada, Unico método viable para
mantener la vida del individuo, tiene, paradéjicamente, perniciosas consecuencias sobre la region

hipoventilada, agravando las lesiones y desencadenando nuevos procesos de destruccion.

Hasta el momento, la mayor parte de los trabajos de investigacion en este campo se han

dirigido hacia la busqueda de sustancias o métodos que reduzcan las lesiones, haciendo posible

-1- ;
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el restablecimiento de la homeostasis tras el cuadro isquémico.

1.2. ANTECEDENTES HISTORICOS.

e En 1843, FRIEDICH TIEDEMANN describié por primera vez la oclusion aguda de

la arteria mesentérica superior que produjo la muerte a un paciente por isquemia intestinal®,

« En 1868, CHIENNE expuso por primera vez las lesiones anatomopatologicas

intestinales en un paciente fallecido por oclusion vascular del intestino’.

» En 1875, VIRCHOW y LITTEN realizaron estudios experimentales en perros,
provocandoles isquemia mesentérica aguda (IMA) para poder observar las modificaciones
producidas en el intestino tras la interrupcion brusca del flujo de la arteria mesentérica craneal.

Observaron ligando dicha arteria, que todos morian entre 15y 20 horas después de la oclusion®,

« En 1895, ELLIOT realizo la primera reseccion intestinal de uha IMA en un enfermo

afectado del sindrome isquémico’.

« En 1901, SCHNITZLER fue el primero en asociar ciertos procesos patologicos

arteriales con dolor abdominal®.

« En 1933, CONNOR comparé el resultado de la isquemia intestinal con la angina

coronaria’.

+ En 1936, DUNPHY revisd 12 casos de infarto intestinal y éncontré que 7 de ellos

|
aparecian con sintomas previos de dolor abdominal’.

« En 1951, KLASS practico con éxito la primera embolectomia mesentérica quirargica

en un caso de embolia mesentérica superior’.

s En 1958, SHAW y MAYNARD realizaron la primera tromboendarterectomia en

arterioesclerosis oclusiva en la artenia mesentérica’.

« En el mismo afio, DERRICK y LOGAN realizaron el primer {Jypass entre las arterias

mesentérica y celiaca’.

« En 1958 MIKKELSON, describié con detalle las marﬁfeétaciones clinicas de la

isquemia intestinal y el dolor postpandrial como caracteristico de la angina intestinal’.

|
|
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» En 1971, MARSTON estimo que cada aflo se producian en EE.UU. 1800 muertes
debidas a isquemia intestinal, la mayoria debidas a una embolia mesentérica, seguida de

trombosis”.

« En 1980, McCORD, PARKS y GRANGER mostraron por primera vez que la
reintroducciéon de oxigeno en un 6rgano hipoxico producia lesiones adicionales, en parte

mediadas por la produccion de radicales libres de oxigeno® (RLO).

« En 1983, ROMSON fue el primero en proponer el papel que juegan los neutrofilos en
la produccién de radicales libres (RL) durante los procesos de isquemia-reperfusion en estudios
llevados a cabo sobre el miocardio. Observaron que la depleccion de' neutrofilos reducia las

lesiones durante el infarto.

1.3. ANATOMIA DE LA CIRCULACION INTESTINAL.

Del volumen sanguineo total que irriga de manera continua el organismo de la rata, el
intestino recibe aproximadamente el 19%, llegando a la mucosa hasta €l:65% del total. Durante
los procesos digestivos, el flujo sanguineo aumenia hasta un 30% del gasto total,
distribuyéndose por las distintas capas que forman la pared intestinal, para mantener constante

el flujo de sangre a la mucosa’.

1.3.1. ANATOMIA DE LA CIRCULACION ARTERIAL INTESTII\:IAL EN LA RATA.
1.3.1.1. Troncos principales:

El intestino de la rata esta irrigado por 3 arterias principales que se originan de la
vertiente ventral de la aorta abdominal. Estas son el tronco celiaco, la arteria mesentérica craneal

(AMC) y la arteria mesentérica caudal -figura 1-.

« El tronco celiaco.- Nace en la cara ventral de la aorta y se ramifica en cuatro arterias
que distribuyen la sangre por el higado, el bazo, el estomago y el duodeno a través de ramas
procedentes de las arterias gastrica, gastroducdenal, esplénica y hepatk::a. Al nivel del duodeno
se forman arcos anastomoéticos pancredtico-duodenales entre la rama gastroduodenal, la rama
de hepatica, y la arteria mesentérica craneal, constituyéndose asi una viagde conexion entre estas

3.
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arterias.

« La arteria mesentérica craneal (AMC).- Nace también en la cara ventral de la aorta
abdominal®, a una distancia de entre tres y cinco mm por debajo del trénco celiaco. Desde su
origen, Ia arteria describe una trayectoria descendente y hacia atras, presentando un nacimiento
oblicuo con respecto al eje central de la arteria aorta. Tras recorrer libre unos pocos mm, origina
un nimero variable de arterias intestinales. La AMC irriga el yeyuno, ileon, el ciego, el apéndice

y dos tercios proximales del colon’.

« La mesentérica inferior se origina en la parte anterior de la aorta abdominal,
continuando posteriormente por el mesenterio a la fosa iliaca izquierda, cruza la arteria iliaca
izquierda y origina la arteria colica y la rectal. Es la responsable de irrigar la parte distal del

colon y la parte proximal del recto.
1.3.1.2. Irrigacion secundaria:

La AMC en su camino hacia posiciones dorsales, comienza a ramificarse en numerosas

arterias secundarias, que son las responsables de llevar la sangre a las paredes del intestino.

A partir del lado izquierdo de la AMC se originan un m'lme;ro variable de arterias
yeyunales cuyo aporte sanguineo va dirigido a la porcion yeyunal. Un segli,mdo grupo se ramifica
en las arterias ileales que se dispersan por todo el ileon. Cada una de estas ramas del tronco
principal sigue una direccion recta y hacia delante, y transcurridos unos pocos centimetros van
a dividirse nuevamente dando lugar a Ja formacion de las arcadas primarias. De estas arcadas
principales vuelven a surgir unas arterias intestinales de menor calibre, recorren libres unos
pocos milimetros y vuelven a confluir unas con otras, formando las arc::adas secundarias. Este
patron se repite varias veces, formandose cada vez arterias de menor calibre. A partir de la
altima arcada surgen los vasos rectos -vasa recti-, responsables de que la sangre alcance las

paredes intestinales’.

La primera rama yeyunal, se anastomosa con la arteria duodenal inferior, ramificacion
procedente del tronco celiaco. De este modo se establece una estrecha comunicacion entre el

tronco celiaco y la AMC.

De la porcién derecha de la AMC van a surgir otras arterias secundarias que se van a

dirigir hacia porciones mas bajas del intestino.
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La arteria colica derecha al nacer se bifurca en la rama ascendente que se une a la rama

derecha de la arteria colica, mientras que la rama descendente se une a Ja arteria ileocolica.

La arteria ileocolica es la ultima rama que se origina a partir de la AMC. Tras recorrer
pocos centimetros se divide en la arteria colica ascendente y en la rama ileal descendente. El final
de 1a arteria colica constituye el principio de la arteria marginal -arteria de Drummond- y se
anastomosa con la rama descendente de la arteria colica derecha. La arteria ileal se divide en las

arterias cecal anterior y posterior y en las arterias apendiculares’. !

A lo largo del borde interno del marco colico se dispone el arco arterial paracolico -
arteria marginal- como resultado de la division dicotomica de las ramas pr;ocedentes de la region
derecha de la AMC v las de Ia mesentérica caudal -colica izquierda y tronco de las sigmoideas-.
Esta arcada anastomosa las dos grandes vias de irrigacion del intestinol. La parte de la artera
marginal que une la colica media con la célica izquierda en el espesor del mesocolon transverso
se denomina arco de Riolano. La porcion que sigue el descendente y el sigmoide es la arteria
marginal de Drummond y la unién entre las sigmoideas y la hemorrcﬁdal superior forma la

anastomosis de Sudeck’.

Tanto de la arteria marginal, en el caso del colon, o de las arcaﬂas anastomoticas que
forman en el mesenterio las ramas yeyuno-ileales, en el delgado, parten las arterias rectas, o vasa
recti, que penetran en el intestino como vasos terminales. Ademas, existen intercomunicaciones
en la microcirculacién intestinal, con la formacion de plexos vasculares que se localizan en la
subserosa, en la muscular y, sobre todo, en la submucosa. A partir de estos plexos, las arteriolas
pierden su capa muscular, originandose finas arborizaciones capilares, que forman anastomosis
arteriovenosas, y originan redes de capilares que rodean a las criptas de Lieberkuhn. Otras van
destinadas a las vellosidades, de modo que cada una de estas recibe una o tva.rias ramas arteriales.
Estos vasos penetran en la vellosidad a través de la base y se ramifican intensamente por debajo

del epitelio de revestimiento superficial, siendo mas abundantes en el intestino delgado, lo que

determina su mayor resistencia a la isquemia que el colon'.

A lo largo de todo el aparato vascular intestinal, existe una estreéha comunicacion entre
los 3 troncos principales que aportan sangre al tubo digestivo, pero a pesar de todos estos
sistemas que permiten que mantener la irrigacion ante un proceso oclpsivo, existen areas de
mayor vulnerabilidad. Estas zonas son aquellas cuya irrigacion depende de las colaterales de las

1
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Figura 1.- Principales arterias del tracto gastrointestinal: A estomago; B, bazo; C,
pancreas; D, duodeno; E, yeyuno; F, ileon; G, ciego; H, colon; Y, recto. 1, a. celiaca; 2, a.
esplénica; 3, a. gastrica, 4, a. hepatica; 5, a. gastroduodenal; 6, a. gastroepiploica derecha; 7, a.
gastrica derecha; 8, a. pancreatico-duodenal; 9, a. mesentérica craneal; 10, a. colica media; 11,
a. pancreatico duodenal caudal; 12, a. célica derecha; 13, aa. yeyunales; 14, a. ileocecocolica,
15, a. célica, 16, a. ileal; 17, a. cecal, 18, a. mesentérica caudal; 19, a. colica izquierda; 20, a.
rectal. (De Hebel, R. Anatomy of laboratory rat. Baltimore 1976.)
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arterias adyacentes, como el angulo espiénico del colon, donde las:ramas de la AMC se
anastomosan con la mesentérica caudal, y la region intermedia del rec:to, que corresponde al
lugar donde la mesentérica caudal se une con la hipogastrica. En segunido lugar se encuentran
las areas donde la irrigacion es terminal, que son las correspondientes a las arterias rectas. En
cuadros de una insuficiencia momentanea en el aporte de sangre por parte de una de las grandes
arterias, los otros dos troncos principales juegan un papel clave en el mantenimiento del riego
sanguineo, pero en episodios mas prolongados, esta colaboracion se hace iinsuﬁciente y aparecen

toda una serie de trastornos patologicos®.

1.3.2. ANATOMIA DE LA CIRCULACION VENOSA INTESTINAL EN RATA.

La vena mesentérica craneal vierte su contenido a la vena porta, al igual que las

esplénicas y la mesentérica inferior, siendo la encargada de la circulacion del retorno venoso'!.

La circulacién colateral mesentérica en la rata es analoga a la del hombre. Las arcadas
vasculares que conectan las arterias yeyunales con las ileales y la arteria ileocolica a la rama
ascendente de la artena colica, forman un conducto que se extiende a lo largo de todo el borde

mesentérico que en la rata presenta un diametro inferior a los 0,5 mm'”.

1.4. ANATOMIA MACROSCOPICA DEL INTESTINO DE RATA.

El intestino delgado de la rata es seis veces mas largo que el intestino grueso, el cual
mide unos 15 cm. El diametro del intestino delgado es aproximadamente.de 0,4 cm, aumentando
este grosor hasta casi el doble en el intestino grueso. Ambas porciones se pliegan ocupando la

cavidad abdominal™.

El intestino se inicia con el duodeno a la salida del estomago y esta fija a la cavidad
abdominal, y en estrecha relacion con el pancreas. El intestino delgado’ desemboca en una gran
bolsa elastica, el ciego, dividido en dos porciones, una apical donde se acumula gran cantidad
de tejido linfoide y una parte distal poco diferenciada. Del ciego parte el colon hasta desembocar

en el recto.

Recorriendo todo €l mesenterio aparecen numerosas arterias yeyunales e ileales que se

van reduciendo progresivamente de calibre hasta penetrar en la pared intestinal.

-
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1.5. ANATOMIA MICROSCOPICA DEL INTESTINO DE LA RATA.

1.5.1. INTESTINO DELGADO.

En la rata esta constituido por cuatro capas concéntricas que de fuera hacia dentro son:

serosa, muscular, submucosa y mucosa. \

e Mucosa. La mucosa presenta un incalculable nimero de vellosidades, esto es,
prolongaciones digitiformes de la misma. La superficie esta recubierta pc;yr un epitelio cilindrico
simple, con predominio de enterocitos o células absorbentes, con bordeen cepillo. La zona de
membrana plasmatica sobre la que se apoyan las células esta estrechamente unida a la membrana

basal continua. |

El revestimiento epitelial del intestino est4 renovandose de manera continua y es el que
mas rapido prolifera de todos los tejidos del cuerpo'’. En la rata, un ciclo celular completo dura

entre 10 y 17 horas, y el epitelio es sustituido en su totalidad cada dos o tres dias.

La lamina propia de la mucosa intestinal esta formada por un tejido areolar laxo y forma
el eje de las vellosidades intestinales. Contiene muchas células libres incluidas en un estroma de
fibras. La lamina propia y la submucosa contienen los nodulos linféticois, de diametro vanable
y distribuidos a lo largo de todo el intestino. Los nodulos reunidos se conocen con el nombre

de placas de Peyer. |

La muscular de la mucosa -muscularis mucosae- esta formada por finas redes de fibras

elasticas y por dos capas, una circular y otra longitudinal, de musculo liso.

«Submucosa. Esta formado por tejido conjuntivo moderadamente denso y muy rico en

fibras elasticas.

«Muscular. Constituye una tinica muscular del intestino delgado formada por una capa
externa longijtudinal y otra interna circular, ambas formadas de musculo liso. Entre ambas capas
se sitiia el plexo nervioso mioentérico o de Auerbach. Esta capa es responsable del peristaltismo

intestinal.

i
« Serosa.- Esta constituida por una lamina continua de células mesoteliales planas,

separada de la muscular adyacente por una fina capa de tejido conjuntivo laxo.

-8-
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1.5.2. INTESTINO GRUESO.

Basicamente la organizacion estructural es la misma que la del intestino delgado con

ligeras variaciones.

En la mucosa no existen las vellosidades como tales y los pliegﬁes que se observan son
debidos en parte a las contracciones de la capa muscular. El epitelio se :renueva continuamente,
aunque de manera mucho mas lenta, y la vida media de la poblacion celular es de
aproximadamente seis dias. El resto de la mucosa, submucosa y serosa son similares a las del

intestino delgado.

En cuanto a la muscular, las fibras no se distribuyen igual que en el intestino delgado,
sino que estdn agrupadas en tres bandas longitudinales que reciben el nombre de tenias del

colon.

1.5.3. INERVACION DEL TUBO INTESTINAL.

El tubo intestinal de la rata esta inervado por el sistema nervioso autonomo, que consta
de 3 ramas, el simpatico, el parasimpatico y el entérico. Tanto el simpatico como el

parasimpatico constituyen la inervacion extrinseca.

El sistema entérico, constituye la inervacion intrinseca y estd formado por ganglios y
haces comunicantes de fibras nerviosas que se distribuyen como extensos plexos a lo largo de
todo el tubo digestivo. Contiene de 107 a 10° neuronas, y es en gran parte autonomo, pudiendo

llevar a cabo sus funciones sin necesidad de impulsos procedentes del sistema nervioso central.
Existen tres tipos de plexos distribuidos por el intestino:

sElementos neurales mas superficiales forman el plexo subseroso, que carece de ganglios
y esta formado por una ancha red de fibras nerviosas que conectan los nervios extrinsecos con

fos intrinsecos.

+Plexo mioentérico o de Auerbach, situado entre las capas longitudinal y circular de la
muscular, esta constituido por ganglios que contienen de tres a cincuenta cuerpos neuronales

y por haces amielinicos que unen entre si los ganglios y forman una red continua.

e Plexo submucoso o de Meissner, formado por una red de ganglios y de haces

9.
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interconectados dentro del tejido conjuntivo de la submucosa.

Todos este sistemas de redes nerviosas estan interconectados unos.con otros, o que hace

que ninguno de estos sistemas funcione independientemente, sino como un conjunto organizado.

1.6. FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA INTESTINAL.

La isquemia aguda del intestino medio es el fallo de la circulacion mesentérica que
compromete la vitalidad del intestino en el territorio de la arteria mesentérica superior en una
extension variable, desde el angulo duodeno-yeyunal hasta la mitad. del colon transverso.
Consecuentemente, constituye uno de los cuadros mas graves del sindrome de abdomen agudo.

También se le conoce como infarto mesentérico e ileo vascular mesentérico’.
1

Las consecuencias clinicas y patologicas de la perfusion insuficiente del intestino
dependen de la causa y localizacion de la oclusion, del tiempo que tarda en establecerse la

isquemia, de su duracion y de la situacion hemodinamica del individuo™.

Cuando la oclusion se produce en un vaso importante y es gra(iual, la disminucion del
riego intestinal se compensa por la apertura de las colaterales existéntes entre los troncos
principales y, si no existen otros factores adicionales, como hipotension o shock, las
consecuencias pueden ser minimas. Si la obstruccion se debe a un émboio, la oclusion vascular
se produce de manera repentina, con lo que no hay tiempo suficiente para que la circulacion

colateral mantenga la perfusion produciendose entonces una necrosis intestinal.

El tiempo de isquemia y el grado de reduccion del flujo son de gran importancia; cuando
el flujo sanguinco es menor del 20%, no se mantiene la difusion normal de oxigeno y se
producen alteraciones celulares a los 5 6 10 minutos. Los factores generales, como la hipoxia,
la hipotension y la caida del gasto cardiaco, son, en la mayoria de los casos, los determinantes

del dafio isquémico e, incluso, ser los principales responsables.

Ademas de las alteraciones funcionales y estructurales, los desordenes circulatorios del

intestino, aunque sean en cortos espacios de tiempo, desarrollan los siguientes procesos:

oPérdida de plasma a través de la pared y de la Iuz intestinal con edema e ileo paralitico
concomitante. El aumento significativo de la permeabilidad vascular estad asociado a un

incremento de la morbimortalidad!’.
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eLiberacion de gran cantidad de sustancias vasoactivas, como histamina que incrementa
la contractibilidad del musculo liso y forma parte de la respuesta inflamatoria, aunque no media
en cambios de permeabilidad vascular™. La liberacion del factor activador de las plaquetas y de
metabolitos derivados de la cascada del acido araquidonico como los leucotrienos, estimulan y
promueven la activacion y la adherencia de neutrofilos al endotelio vasﬁ:ular‘g, aumentando la

permeabilidad y obturando la luz de capilares y vasos de pequefio calibre.

« Proliferacion de la flora intestinal bacteriana debido a la anoxi:a y a la permeabilidad
alterada de la pared del intestinal, favoreciendo la translocacion de germenes y toxinas, lo que
puede desencadenar un cuadro de sepsis generalizada y shock®. El efécto conjunto de estos
estados de shock provoca la lesion de drganos vitales, como el miocardio o los pulmones, y la

instauracion de un shock irreversible.

La restauracion del flujo sanguineo no siempre implica una mejoria. Con la llegada de
la sangre oxigenada a la mucosa lesionada se ocasiona la formacion de RLO, que activan a los
leucocitos, los cuales se adhieren al endotelio y liberan proteasas, que lesionan el endotelio
microvascular, agravando aun mas las lesiones que se iniciaron durante la fase isquémica®,
inducen la peroxidacion de las membranas, con el efecto que tiene el aumento de malon
dialdehido (MDA) libre y hacen extensivo el efecto destructor a otras regiones del organismo.
Este proceso fisiopatologico se conoce con el nombre de sindrome de revascularizacion o de

isquemia-reperfusion (VR)?.

17, ALTERACIONES MICROSCOPICAS DURANTE LA ISQUEMIA
INTESTINAL. |

El descenso del flujo sanguineo intestinal por debajo de valores criticos, puede producir
un infarto, sin embargo, la pérdida del flujo en un vaso puede no ocasionar ningun efecto debido

a la circulacion colateral existente a lo largo de todo el tubo intestinal,

La mucosa intestinal es especialmente vulnerable a episodios anoxicos, y es la primera
estructura en verse afectada por la ausencia de irrigacion. Tras pocos minutos el epitelio se
destruye, e inmediatamente se afecta la submucosa, en la que se produce una necrosis
hemorragica.
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e Infarto mural parcial y de la mucosa. Las lesiones que se producen pueden ser
multifocales o continuas. Las regiones afectadas adquieren una tonalidad roja oscura debido a
la hemorragia luminal. Aparece ulceracion superficial. En la forma isquémica mas leve, el epitelio
aparece necrotico y erosionado. Cuando la necrosis de la mucosa es completa, hay pérdida total
del epitelio, dejandose al descubierto la lamina propia. Si la necrosis es grave, hay hemorragia

intensa y necrosis de diferentes capas tisulares®™.

Como consecuencia aparece una infeccion bacteriana con formacion de productos
bacterianos enterotoxicos que provocan una inflamacion pseudomembranosa, especialmente en

colon.

oInfarto transmural. Tiene aspecto hemorragico por el reflujo de sangre que se produce
en el area lesionada. En estados iniciales aparece un aspecto congestivo y oscuro, la pared se
hace edematosa, engrosada y hemorragica. En la luz aparece ‘moco sanguinolento.
Histolégicamente aparece edema evidente, hemorragia intersticial y Enecrosis erosiva de la
mucosa. Las caracteristicas histologicas de la muscular dejan de distinguirse. A las pocas horas,

Jas bacterias intestinales producen una gangrena completa y en ocasiones perforacion intestinal.

Los primeros cambios microscopicos se inician entre 5 y 10 minutos de la oclusion
vascular con destruccion de las estructuras vellositarias. A nivel ultraestructural, acontece una
destruccion del glicocalix de las microvellosidades de los enterocitos y lesion de los lisosomas
y mitocondrias. Al cabo de una hora, las células lesionadas se desprenden de la membrana basal
en el vértice vellositario y posteriormente en sentido proximal hacia la bélse, dejando denudados
los ejes conectivovasculares, con fenomenos de plasmorragia intensa' se forman trombos
plaquetarios en los capilares de la mucosa y la submucosa. Alrededor de las cuatro horas, la
lesion isquémica afecta a los fondos glandulares y a partir de las 68 horas se desarrolla un infarto
iransmural con edema intenso, infiltracion hemorragica, proliferacion bactenana ¢ infiltrado de
polinucleares, que conduce a la necrosis. Las capas muscular y serosa son mas resistentes y
pueden permanecer intactas a pesar de que la mucosa y la submucosa estén necrosadas. Cuando
la isquemia es muy grave, todas las capas intestinales se lesionan, con la perforacion y la

peritonitis consiguientes™.

En 1997, Shah, Shurey y Green describieron apoptosis celular tras cuadros de isquemia

y reperfusion en diversos organos. Para demostrar si las células intestinales entraban en muerte
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celular programada tras un cuadro de I/R mesentérica, extrajeron células vivas de intestinos
isqiiemicos y las trasplantaron en intestinos de animales sanos. Comprobaron que las celulas
trasplantadas entraban en apoptosis, llegando a la conclusion de que las células procedentes de

tejido intestinal isquémico también entraban en apoptosis”.

Analogias entre el sindrome experimental y el cuadro clinico.

La distribucion y las lesiones histologicas observadas experimentalmente en perros,
{

gatos y ratas, han demostrado una gran similitud con las lesiones clinicas; tanto en la erosion de
la pared intestinal como en el shock que produce la anoxia mesentérica, siendo totalmente
comparables con las lesiones descritas en pacientes fallecidos por shock hipovolémico®. En
humanos existe una clara gradacion de las lesiones en funcién de la duracién del estado andxico,
al igual que en animales experimentales, aunque los tiempos no coinc.idan entre las especies.
Asi, se han encontrado grados de lesion semejantes entre humanos fallecidos tras 24 horas de

ausencia de flujo mesentérico y perros con tan solo unas pocas horas de isquemia®’.

1.8. ISQUEMIA INTESTINAL AGUDA POR OCLUSION DE LOS VASOS
PRINCIPALES EN EL HOMBRE.

1.8.1. INCIDENCIA Y TASAS DE MORTALIDAD.

La incidencia exacta de la isquemia mesentérica es dificil de precisar debido a las bajas
tasas de nuevos casos. La poblacion de riesgo afecta a personas con enfermedades
cardiovasculares y diabetes y se sabe que con el envejecimiento aumenta considerablemente su
frecuencia, oscilando la media de la enfermedad en torno a los 60 afios. No existen diferencias,

en cuanto a la incidencia se refiere, entre sexos o razas™.

En cuanto a la frecuencia con que se manifiesta, es un proceso patologico no frecuente

y supuso en 1997 el 0,1% del total de ingresos en hospitales de urgencia de USA.

Hasta hace pocos afios las tasas de mortalidad global rondaban entre el 70-90% de los
casos, permaneciendo estable desde los afios 30. En la actualidad, y gracias a los métodos
nuevos de diagnostico y terapia, este porcentaje se ha reducido hasta ‘el 45% si el diagnostico

se hace a tiempo y las lesiones no son irreversibles. El problema continiia siendo la identificacion
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tardia cuando ya no es posible realizar cirugia de revascularizacion intestinal eficaz™.

En Julio de 1998, el instituto Nacional de Estadistica (INE), hizo :pﬁblicos el nGmero de
defunciones segiin causa, correspondientes al afio 1995, reflejandose que fallecieron en Espaiia
1972 individuos a los que se les diagnéstico una insuficiencia vascular intefstinal y de los que 890
fueron hombres y 1082 fueron mujeres™. En la tabla 1 se reflejan las causas de muerte y el

nimero de personas fallecidas.

CAUSA MUJERES HOMBRES  TOTAL

AGUDA 580 457 , 1037
CRONICA 203 179 | 382

OTRAS 299 254 553

Tabla 1.- Causa y namero de individuos fallecidos en Espafia durante el afio 1995 a los
que se les diagnostico insuficiencia vascular intestinal. Resultados obtemdos del Instituto
Nacional de Estadistica y publicados en Julio de 1998.

El sindrome de isquemia intestinal aguda puede ser debido aé4 causas: interrupcion
brusca del flujo arterial por oclusion aguda de la mesentérica craneal, disminucion del flujo
arterial hacia el intestino -infarto intestinal agudo no oclusivo, forma anoclusiva de isquemia
mesentérica aguda o isquemia por bajo flujo mesentérico-; la interrupcion del retorno venoso

producido por trombosis aguda de la vena mesentérica, y la colitis isquémica®’.

1.8.2. ISQUEMIA INTESTINAL AGUDA POR OCLUSION' DE LA ARTERIA
MESENTERICA CRANEAL EN EL HOMBRE. |

La oclusién aguda de la AMC por embolia o trombosis provoca, en pocas horas, la

aparicion de una gangrena intestinal.
1.8.2.1. Trombosis arterial.

La trombosis arterial es una de las lesiones mas letales, siendo responsable del 96% de
los fallecimientos, en pacientes con este cuadro®, Causa el 40 % de los casos de isquemia

intestinal aguda.
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A medida que el flujo mesentérico va disminuyendo, el tronco celiaco se dilata para
aportar mas sangre, pero en un momento determinado el flujo mesentérico se interrumpe de
forma subita y por completo, la circulacion colateral es insuficiente y la funcionalidad intestinal

se hace inviable.
1.8.2.2. Embolia arterial.

Es la causa desencadenante en el 25-30% de los casos y afecta a pacientes mas jovenes.
La AMC tiene predisposicién a alojar el émbolo debido a su origen oblicuo, casi paralelo a la
aorta, su grueso calibre y su elevado flujo, lo que facilita el alojamiento del émbolo. Por lo
general, el émbolo se impacta en ¢l estrechamiento de la bifurcacion con la colica media y, con
menor frecuencia, en el segmento distal. En consecuencia, origina un bloqueo arterial agudo,

con espasmo y trombosis secundaria, que evoluciona a infarto intestinal'”.

Cappell, Mikhail y Gujra®® realizaron un seguimiento de ocho enfermos con infarto
intestinal y comprobaron que el 100% present6 dolor abdominal agucio, el 12,5% nauseas, el
12,5% vomitos, el 12,5% melenas y el 37,5% pirexia. -'
|

1.8.2.3. Diagnostico.

Hace mas de 100 afios que se conocen las lesiones isquémicas a nivel intestinal; sin
embargo su conocimiento no ha sido muy amplio hasta la actualidad, con la aparicion de técnicas
mas eficaces de imagen y diagnostico™. Aun asi, uno de los rasgos carac:teristicos de la isquemia
mesentérica es la escasez de manifestaciones clinicas, y el reconocin"ljento de dicho proceso
patologico sigue siendo tardio, y esta condicionada por el tratamiento qufirﬁrgicoﬁ. La radiologia
no ofrece ningiin resultado especifico que conduzca al diagnostico, y tan solo la angiografia
mesentérica permite alcanzar un reconocimiento precoz de la isquemia“’;’G. Balthazar, Liebeskind
y Macari, publicaron en 1997 un estudio sobre deteccion de isquemia intestinal en 100 pacientes
empleando tomografia computerizada, y encontraron en el método ur:1a especificidad del 93%
y una sensibilidad del 83%", porcentajes que dan una validez diagnéstica muy aceptable -para
que una prueba diagnostica sea aceptable, tanto la sensibilidad como la especificidad deben estar

por encima del 80%-"*. |

En cuanto al diagnéstico basado en pruebas de laboratorio, no existe un patron fijo o
especifico de alteraciones bioquimicas o hematologicas, y tan solo aparece una elevacion

significativa de leucocitos™. En relacion con las pruebas bioquimicas, se observa aumento
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significativo de transaminasas, CPK y LDH, asi como un desequilibdo de liquidos y de

electrolitos acido-base*.

Gutiérrez ef al.*" indicaron la posible utilidad clinica de la detecqién de MDA valorado
mediante el test del acido tiobarbitirico -test del TBA-. En 1998 Aydin ef al.* estudiaron los
niveles de MDA libres en suero tras someter a 10 perros a ligadura de la 'AMC observando que
las concentraciones de MDA circulantes en suero después de un cuadro de isquemia mesentérica
aumentaban significativamente con respecto a animales controles, ooncluyéndo que el MDA libre
en suero de animales podia constituir un marcador del diagnostico de la'isquemia mesentérica.

1.8.2.4. Tatamiento

I
El shock que desencadena un infarto intestinal supone la pérdida de liquidos corporales

y una invasion bacteriana, por lo que el tratamiento de choque debe ir encaminado a combatir
ambos -tras la aclaracion del diagnostico- restableciendo el flujo mediante embolectomia,

trombectomia y reseccion del tejido dafiado®.

La pérdida de liquidos y solutos provoca hemoconcentracion, aumento de la viscosidad

I
sanguinea y reduccion del volumen de sangre circulante. Es necesario reponer los liquidos y
mantener constante el hematocrito. La invasion bacteriana y la toxemia deben tratarse mediante

antibidticos que combatan gérmenes anaerobicos™.

1.9. MECANISMOS DE LESION CELULAR COMO CONSECUENCIA
DE LA HIPOXIA O ANOXIA.

Hipoxia es la disminucion del riego sanguineo en un tejido. Cuando se interrumpe el flujo

de manera total y brusca se habla de anoxia o shock isquémico.

Consecuencia de la disminucion del riego sanguineo es la anoxia tisular. La célula sufre
alteraciones bioquimicas y estructurales produciéndose una activacion del sistema
neuroendocrino®®, que de no normalizarse en breve plazo, conducen a la muerte de la célula por
falta de oxigeno, desencadenando toda una serie de alteraciones en su mic¢roentorno gque influyen

sobre la homeostasis.
i
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1.9.1. MECANISMOS GENERALES.

En la célula existen cuatro sistemas celulares especialmente vulnerables, que son: la

membrana celular, la respiracion aerobia, la sintesis de proteinas y la estructura gengética.

Cuando se produce la disminucion del flujo sanguineo a un tejido, el resultado inmediato
es el descenso de la oxigenacion y la alteracion de la respiracion aerobia de la célula por fallo
de la fosforilacion oxidativa llevada a cabo por la mitocondna. La primefra alteracion ocurre a
nivel de la membrana, donde se produce un cambio brusco de la permeabilidad, los mecanismos
de transporte se alteran y disminuye la diferencia de potencial intermembranal. E1 ATP celular
disminuye y aumenta la concentracion de AMP, con lo que se estimula la actividad de la
fructoquinasa y la fosforilasa, aumentando la glucolisis anaerobia. El glucogeno comienza a
degradarse rapidamente, y también empieza a generar ATP la creatininquinasa 2 partir del
fosfato de creatinina. La glucolisis anaerobia genera acido lactico y' fosfatos inorganicos
liberandose iones hidrogeno, lo que produce un rapido descenso «del pH, provocando

|
aglutinacion de la cromatina celular.

Por fallo de la bomba Na'/K', el Na" comienza a penetrar en la célulay el K sale al
espacio extracelular, alterandose el equilibrio osmdtico. La respuesta inmediata es la activacion
de la ATPasa, aumentando el consumo de ATPy estimulando a la mitocorndria a producir mayor
cantidad de energia. Al faltar los elementos necesarios para ello, se produce un desequilibrio
inmediato en el microambiente celular lo que desencadena una pérdida de actividad de la

ATPasa, disminuyendo la actividad de la adenilato ciclasa®.

La ganancia neta de soluto se acompaiia de pérdida del equilibrio osmotico, edema
celular y una dilatacion del reticulo endoplasmico. Ademas se pierde 12 capacidad de eliminar

catabolitos intracelulares, contribuyendo a la entrada de agua.

La mitocondria también ve alterado su microambiente, de modo que se rompe €l
equilibrio osmético, ademas se alteran los niveles de Mg y los de C4 . La pérdida del

equilibrio en la regulacion del Ca** celular activa la fosfolipasa A,

En este momento la actividad metabolica celular se detiene y especialmente la
mitocondrial. El DNA comienza a sufiir alteraciones severas, cada vez mzis cantidad de ATP es
consumido y menos sintetizado, las mitocondrias se vacuolizan, hay una pérdida masiva de

proteinas, enzimas, coenzimas y acidos nucléicos y aparecen roturas de las membranas
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lisosomales dejando escapar al medio DNAasas, proteasas y glucosidasas. Comienza la
degradacion lipidica de los acidos grasos de las membranas por accion de la fosfolipasa A,,
disparandose la reaccion en cadena de la peroxidacion lipidica, originandose radicales libres (RL)
que agravan ain mas las lesiones. Ademas se liberan sustancias inflamatorias y quimioatrayentes
que actuan como agentes LOXICOs, entre los que se encuentran los metabolitos del acido

araquidonico, lisofosfolipidos o el factor activador de las plaquetas’ -ﬁgura 2-,

Si el proceso continta se producen mecanismos de lesion irreversibles que hacen que la
reparacion celular sea inviable. Pasadas estas barreras criticas, ni siquiera la reoxigenacion del

tejido puede impedir la necrosis.

1.10. ACTIVACION DE LA FOSFOLIPASA A,. CASCADA DEL ACIDO
ARAQUIDONICO.

Uno de los mecanismos de respuesta mas tipicos de los tejidos a la anoxia es la
inflamacion del tejido en cuestion, cuyo efecto mas inmediato es una vasodilatacién y un
incremento de la perfusion sanguinea al tejido alterado. La injuria tisular y la depleccion de ATP
activa las fosfolipasas de la membrana y especialmente la fosfolipasa A, iniciandose la liberacion
de 1a cascada metabolica del acido araquidénico, dando lugar a la sintesis de prostaglandinas y
leucotrienos. El acido araquidonico libre va a ser degradado por la ciclooxigenasa, dando lugar
a endoperoxidos del tipo prostaglandinas, que conducen a la formacién de tromboxanos y
prostaciclinas®, proceso en el cual se forman RLO los cuales inician la peroxidacion lipidica de

las membranas® .
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HYPQTHESIS OF CELL INJURY WITH SHOCK 7/ ISCHEMIA

SHOCK - ISCHEMIA

¥
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Figura 2.- Esquema sobre los mecanismos de lesion celular ocurridos durante el shock
isquémico. (Chaudry. Alterations in cell function with ischemia and shock and their correction.
Arch Surg 1981).
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1.11. PEROXIDACION LIPIDICA.

Durante la peroxidacion lipidica, los acidos grasos poliinsaturac:los que constituyen la
estructura de la membrana celular, son oxidados a productos lipidicos intermedios, que
reaccionan a su vez con otros acidos grasos poliinsaturados. Probablemente, la lesion de la
membrana, tanto celular como la de los organulos celulares, constituye uno de los dafios mas
lesivos y a menudo de caracter irreversible, que se producen como consecuencia de la

isquemia®®.

El proceso de peroxidacion se inicia cuando un acido graso -componente estructural de
las membranas biologicas- es atacado por una especie lo suficientemente reactiva como para
arrancar un electrén a un grupo metileno del acido poliinsaturado, como puede ser el radical
hidroxilo -en este caso el radical superdxido no es lo suficientemente reactivo para iniciar la
cascada-. Cuando esto ocurre, aparece un grupo con un radical carbonb con desprendimiento
de agua. El siguiente paso es la estabilizacion del radical carbono, el cual reacciona con otro

grupo similar, formandose asi dienos conjugados.

t

Cuando en el medio existe oxigeno suficiente, los grupos de radical carbono reaccionan
con el oxigeno formandose radicales peroxilo. Durante la isquemia, los ;niveles de oxigeno son
muy bajos, por 1o que se establecen reacciones con otros lipidos, e incluso reaccionan con otros
componentes de las membranas como proteinas u otras moléculas organicas. Esta fase de
reaccidon con otras moléculas es lo que se llama propagacion de la cascada, prolongando el
efecto destructor en el tiempo y en el espacio, y en consecuencia, agravando fatalmente las
lesiones producidas por la anoxia. El producto ultimo de esta cascada es el MDA, una molécula
presente en todos los tejidos en concentraciones muy bajas pero que aumenta su presencia en
tejidos isquémicos™. La principal causa de su formacion es debida a Ja peroxidacion lipidica,

durante la destruccion de los acidos grasos poliinsaturados de las membranas. Su molécula es:

0=CH-CH,-CH=0

1.11.1. MEDIDA DE LA PEROXIDACION LIPIDICA.

Existen gran variedad de pruebas y métodos para la determinacion de la peroxidacion

lipidica de las membranas celulares. Entre las mas destacadas estan la cuantificacion de
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peroxidos, el consumo de oxigeno, la formacion de dienos conjugados, la cuantificacion de gases
hidrocarbonados, la pérdida de acidos grasos, la medida de la fluorescencia, el test del acido

tiobarbiturico, etcétera®.

La valoracion del MDA ha sido el método mas utilizado en los Gltimos 30 afios como
marcador de la peroxidacion lipidica de las membranas™. El test del acido tiobarbitarico, o test
del TBA se basa en la reaccion in vifro que se produce cuando se combinan el TBA y el MDA
libre en los tejidos, con el desprendimiento de dos moléculas de agua. En la reaccion se genera
un ambiente acido y se producen temperaturas elevadas, que dar ori:gen a la formacion de
compuestos indeseables. Estos pueden unirse al TBA en lugar del MDA, con puntos de similar
absorcién, confundiendo los resultados e indicando un estado mayor de peroxidacion al que
realmente existe® efecto que se elimina realizando todo el trabajo en cristalizadores con agua

a temperatura entre 0 y 5°C.

El proceso se inicia con una muestra de tejido a analizar conservado en frio, a la que se
afiade butil hidroxitolueno y acido ortofosforico con el fin de disminuir el pH del medio, dejando
en un bafio de agua a 90°. A continuacion se pasa a agua fria para detener la reaccion y se extrae
el TBA combinado con el MDA con n-butanol, centrifugando la muestra. Se recoge la fase
organica y se valora por espectrofotometria a 535 nm. Los resultados se extrapolan en una curva

patron de concentraciones conocidas®.

1.12. MECANISMOS DE LESION CELULAR COMO CONSECUENCIA
DE LA REPERFUSION Y REOXIGENACION DEL TEJIDO.

Los procesos de I/R ocasionan dos mecanismos diferenttlas en relacion con la
fisiopatologia del proceso: el primero producido por la ausencia de flujo sanguineo, durante el
cual se producen las alteraciones tisulares y citologicas descritas anteriofmente; y el segundo es
debida al efecto que causa la reintroduccion de sangre en el tejido an(')xicjof‘“. El restablecimiento
del flujo sanguineo a los tejidos isquémicos es imprescindible para la regeneracion celular y para
la limpieza tisular de metabolitos toxicos, recuperando de nuevo la homeostasis pérdida durante
la anoxia. Sin embargo, la reperfusion agrava las lesiones provocadz;s por la isquemia. Este

fen6meno ha sido conocido por ello como la “paradoja del reflujo”>.
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1.12.1. IMPLICACION DE 1.OS RADICALES LIBRES DE OXIGENO.

Durante la reperfusion del tejido se forman metabolitos reactivos Idel oxigeno. Los RLO
reaccionan con las biomoléculas de los tejidos, entre las que destacan acidos nucleicos, lipidos
de membrana, enzimas, receptores de membrana etcétera. Este proceso se inicia a los 2 6 3
minutos de haberse restablecido el flujo sanguineo a los tejidos infartados™. Los RLO que se

forman comienzan a degradar las membranas e iniciando el proceso de peroxidacion lipidica.

1.12.2. PAPEL DE LA XANTINO OXIDASA EN LA REPERFUSION,

La xantino oxidasa (X0), enzima implicada en el catabolismo de los acidos nucleicos,
esta ampliamente distribuida por todos los tejidos de los mamiferos y abunda especialmente en
el intestino delgado. Tiene la capacidad de generar radicales libres (RL) durante la oxidacion de

la hipoxantina o de la xantina.

En tejidos sanos y sin alteraciones, la XO se encuentra en concentraciones muy bajas y
estas reacciones son llevadas a cabo por la xantina deshidrogenasa (XD). Durante episodios
isquémicos, la XD se convierte en XO, almacenandose en altas concentraciones, sin que apenas
exista XD. En menos de un minuto de isquemia toda la XD se transforma en XO”. Otros
autores piensan que Ia transformacion de XD en XO ocurre en todos los fejidos 1SqUEMICoS pero
la acumulacion depende de la duracion del estado anéxico, de modo que para ello proponen

diferentes curvas para demostrar la relacion tiempo de isquemia conversion™.

En comparacion con otros tejidos, la mucosa intestinal tiene una capacidad muy elevada
de oxidar la hipoxantina hacia xantina via XO -aproximadamente 100 fnU/g neto de peso->"y
su actividad se encuentra a lo largo de toda la mucosa, incrementando su actividad desde el
vértice de las vellosidades hasta la base®. Estudios de inmunolocalizacion ponen de manifiesto
que la XO de la mucosa intestinal se encuentra en células endoteliales a nivel de las
vellosidades®, sin embargo, otros ensayos realizados mediante histoquimica desvelan su

localizacién a nivel de las células epiteliales®.

1.12.3. AUMENTO DE LA PERMEABILIDAD DE LA MUCOSA.

La hipoxia asociada a la disminucion del flujo vascular a la mucosa, y la presencia de
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agentes oxidantes en la region reperfundida provoca un incremento 'de la permeabilidad
microvascular® que se hace maxima a los 30 minutos de la reperfusion®, mediante la accion de
factores locales y por alteraciones en el microambiente de la célula. Entre estos factores tisulares
pueden encontrarse los eicosanoides liberados como consecuencia de ia destruccidon de las
membranas, los productos procedentes de lisis celulares por isquerilia, la liberacion de
neurotrasmisores locales, la degranulacion de mastocitos y la modulacion de la respuesta inmune
producida en el area dafiada, mediada por citoquinas®, asi como gran dantidad de sustancias

quimioatrayentes y de factores neutrofilicos®.
i

1.12.4. MECANISMOS DE LESION TISULAR PROVOCADA POR LEUCOCITOS.

Durante la reperfusion, los neutrofilos contribuyen a la lesion de los tejidos, y, ademas,

activan la presencia de nuevos neutrofilos en la zona, agravando las lesiones.

El efecto de los neutréfilos sobre la region reperfundida se basa en tres puntos:

«Adhesion del neutrofilo al endotelio de capilares y vénulas®®’, produciendo la rotura

lesional en la zona, con el consecuente aumento de RL. |

+ Acumulacién de neutrofilos en el 4rea afectada, induciendo a la formacion de grumos
y tapones leucocitarios®. Esto, unido al aumento de deformabilidad de eritrocitos, la baja
presion vascular existente, la activacion de los sistemas de coagulacion por hemorragias internas
y la activacion de los propios neutrofilos, ocasiona una oclusion microcirculatoria que provoca

un sindrome de no reflujo.
|

» Agregacion leucocitaria a distancia, formando microémbolos.

El acamulo de estas células a su vez, dispara la sintesis de sustancias quimioatrayentes,
agregando mas células al area, con oclusion microcirculatoria, desestabilizacion de las células

endoteliales, generacion de nuevos RL dificultando el retorno adecuado de sangre oxigenada.

Los neutrofilos activan proteasas, colagenasas etcétera y promueven un dafio directo
sobre el endotelio. Estas lesiones celulares cierran nuevamente el ciclo disparando la

degradacion de! acido araquidonico®.

También se activa el sistema de complemento y la liberacion de citoquinas que estimulan

la sintesis de moléculas de adhesion, activando a los leucocitos.
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En resumen, los procesos que ocurren durante los procesos de /R intestinal se pueden

resumir en:
A) Fase 1squémica

«Disminucion del rendimiento energético celular por disminucion del aporte de oxigeno.

La célula entra en anaerobiosis, reduciéndose considerablemente el nimero de ATP generados.

« Disfunciones en la actividad celular por desequilibrio de la bomba Na'/K’, con

alteraciones en la permeabilidad membranal. 5

« Lisis celular con la consecuente liberacion de enzimas degradativas al intersticio.

« Aumento de la presién osmotica y edema celular, que s¢ traduce en alteracion de la

permeabilidad, con edema tisular generalizado™.

«Activacion de la ruta catabolica del acido araquidonico, por active;cién de la fosfolipasa
A,

« Conversion de la xantina deshidrogenasa en xantino oxidasa”.ﬁ

« Aumento de la proliferacion anaerobia bacteriana.

o Acamulo de neutréfilos en la zona ante el aumento de sustancias de desecho’'.

B) Fase de repermeabilizacion
« Generacion de RL con el reinicio de la cadena respiratoria mitocondrial

« Generacidn de tromboxanos y leucotrienos, con sintesis de RL, procedentes de la

cascada del acido araquidonico. i
» Génesis de RL por la conversion de hipoxantina en xantina’?..
« Liberacion de RL por los polimorfonucleares activados.
» Peroxidacion lipidica de las membranas por accion de los RL.

«Alteracién de la microcirculacién por acumulo de neutrofilos™ y la adhesion de éstos

estos a las células endoteliales®.

« Afectacion de otros 6rganos por la accionde RL.
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«Aumento de la inflamacion tisular por accion de los polimorfonucleares’™ e incremento

de ia permeabilidad vascular™.

1.13. MODELOS EXPERIMENTALES SOBRE TRATAMIENTOS
ANTIOXIDANTES. '

La rata se ha utilizado frecuentemente en procedimientos para evaluar la isquemia
mesentéricay para comprobar el efecto de reversion o disminucion de las lesiones con el empleo
de farmacos. Los intentos de constatar la participacion de los RL en la patogenia de los procesos
de /R, han permitido elaborar diferentes métodos para cuantificar las lesiones y para buscar
tratamientos efectivos que disminuyan la mortalidad de estas afecciones™. En el presente trabajo

se han seleccionado aquellos referidos a la I/R del tracto intestinal. .

Los primeros estudios dirigidos a aumentar la supervivenc:ia se realizaron con
tratamientos a base de ghicidos a fin de suministrar un aporte energético adicional, ya que
durante la isquemia se producia un descenso brusco de los niveles de ATP"’, causada, en parte,
por la acidosis metabolica, y ademas porque este decremento del pH provocaba una disminucion
en la actividad de la fosfofructoquinasa™. La fructosa 1,6 difosfato es un intermediario de la
glucolisis que genera gran cantidad de energia, y que presenta un efectivo papel terapéutico

durante la isquemia y después de la reperfusion de érganos hipoxicos™.

Sawchuck ef al ¥ en 1986, realizaron un trabajo para comparar él efecto de la fructosa
1-6 difosfato y de la glucosa cuando se inyectaban en ratas sometidas a isquemia de la AMC
durante 90 minutos. Tras 48 horas de reperfusion encontraron que tanto la glucosa como la
fructosa 1-6 difosfato lograban incrementar de manera similar la tasa de supervivencia, con
respecto a animales control, tratados con solucion salina. Boornstein, La‘f.vrence y Cronenwett*'
en 1988 apuntaron como tratamiento farmacologico contra la isquemiaintestinal el empleo de
glucagon. Para ello utilizaron ratas macho de variedad Sprague-Dawley, y tras exponerlas a
isquemia mesentérica durante 85 minutos, encontraron diferencias signiﬁcgtivas de supervivencia
tras 48 horas de reperfusion, frente a un grupo control tratado con sustancia placebo a base de

solucion salina.

Sun, Farias y Markov®? en 1990, utilizaron dos grupos experimentales de ratas macho
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sometidas a 30 minutos de isquemia: uno tratado con glucosa y ¢l otro con fructosa 1-6
difosfato, entre los 3 y los 5 minutos anteriores y posteriores al momento de la reperfusion,
encontrando diferencias significativas de supervivencia, con respecto a aniiales control tratados

con solucién salina. :

Wang ef al.®* estudiaron los efectos de la adenosina y la adenina en el metabolismo del
intestino en /R. Sometieron las ratas a 60 minutos de isquemia y 20 minutos de reperfusion.
Prepararon cuatro grupos, uno control, y tres de tratamiento con: 200 pg de adenosina; 500 pg
de adenosina; y 500 ng de adenina, respectivamente. Determinaron a nivel yeyunal la
concentracion del ATP y el grado de peroxidacion lipidica por HPLC (High Performance liquid
chromatography). Concluyeron que la adenosina promovia rapidamente la recuperacion de los
niveles de ATP tras la reperfusion, mientras que la adenina era mucho mas lenta y que el
tratamiento con adenosina no disminuia la peroxidacién lipidica. !

Dada a la implicacion del sistema de la XO durante la isquemiafy la generacion de RL
en el momento de la reperfusion, otros autores emplearon analogos de 1a hipoxantina. Morris,
Haglund y Bulkley® en 1987, encontraron una disminucion considerable de las lesiones en el
epitelio intestinal de ratas sometidas a isquemia intestinal y tratadas con alopurinol -analogo
estructural de la hipoxantina-, respecto de animales control. Moya, Fernandez y Martinez** en
1991 administraron diferentes concentraciones de alopurinol intraperit(i)neal a 50 ratas macho
antes y despusés de un cuadro isquémico, encontrando lesiones mas leves ;en la mucosa intestinal
respecto a los animales control. Resultados similares encontraron Krasna y Lee en ratones
sometidos a isquemia intestinal“. Rodriguez traté a dos series de ratas sometidas a 30 y a 60
minutos de isquemia intestinal respectivamente, con alopurinol y valor6 los niveles de MDA
concluyendo que el alopurinol reducia el dafio producido por la deprivacion de oxigeno

disminuyendo los niveles de MDA respecto al grupo control®.

Otras sustancias utilizadas han sido el a-tocoferol o el acido folico, que se unen a las
membranas celulares, evitando o disminuyendo su peroxidacion lipidica, lo que contribuye a

disminuir de las lesiones histolégicas® y a aumentar la supervivencia®.
|

Puesto que los cuadros isquémicos cursan en muchas ocasiones con un importante
componente inflamatorio, activado inicialmente por la fosfolipasa A,, se han utilizado sustancias

inhibidoras, a fin de detener la destruccion masiva de las membranas celulares. Otamiri, Lidhall
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y Tagesson® en 1988, emplearon la quinacrina, un potente inhibidor de la fosfolipasa A,
encontrando un descenso poco relevante de las lesiones intestinales. Otros autores han
continuado esta linea bloqueando productos intermedios generados tras la liberacion del acido
araquidénico como la prostaglandina E, o los leucotrienos. Fernandez, Martinez y Vega™
utilizaron indometacina -un antagonista de la prostaglandinas- en ratas hembra, sefialando una
disminucion moderada de las lesiones histologicas, en cambio, Ben-Dahan ef al® no
encontraron diferencias significativas de supervivencia en ratas cén IMA tratadas con
indometacina respecto a controles.

En los Gltimos afios se estan empleando como antioxidantes, mezclas de sustancias para

reducir al maximo las lesiones producidas por la reperfusion. Massberg er al.”

compararon las
lesiones producidas durante la reperfusion en dos grupos de ratas expuestas a I/R intestinal,
tratando a un grupo con una solucion de Ringer lactato 'y a otra con Carolina rinse -que
contiene adenosina, alopurinol, glutation, deferoxamina, lactato sédico, cloruro potasico,
cloruro sédico y cloruro calcico-, indicando que ¢l segundo grupo presentoé menos lesiones en

la mucosa intestinal y que se prevenia el acimulo de leucocitos.

Otros autores han empleado como trataniiento sustancias ant;ioxidantes enzimaticas
como la superoxido dismutasa (SOD). Granero™, para comparar el efecto que producia el
tratamiento con SOD, empled cuatro grupos de ratas; dos fueron sometidos a 30 y 60 minutos
de IMA respectivamente, mientras que los otros dos fueron expuestos a los mismos tiempos de
isquemia intestinal, pero ademas fueron tratadas con SOD -15 ng-. Encontrd una disminucion
en las lesiones estructurales del enterocito y una disminucién de los niveles de MDA en los
animales tratados. Fernandez®® obtuvo resultados parecidos cuando prmi.'oc() isquemia hepatica

experimental, valorando niveles de MDA y lesion celular.

1.14. FALLO MULTIORGANICO.

Horton y White pusieron de manifiesto una complicacion multiolrgémica tras un periodo
de /R intestinal. Como consecuencia este cuadro patologico se liberarian: mediadores
inflamatorios procedentes de la destruccion de membranas celulares, incluyendo derivados del
metabolismo del acido araquiddnico y presencia de RLO, que corfltribuin'an al desorden
isquémico, con peroxidacion de membranas y destruccion masiva de éstaé; endotoxinas liberadas

t
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por el desarrollo de las bacterias anaerobias del intestino; acido lactico por un descenso brusco
de los metabolitos aerobios, con una bajada del pH y liberacion de agentes quimioatrayentes que
provocarian un aumento de la permeabilidad vascular, con presencié de edema intersticial
generalizada. Estos componentes liberados al torrente sanguineo, va alterado como
consecuencia de un fallo hemodinamico general, provocaria una disfuncion cardiaca general,
caracterizada por pérdida de contractibilidad con posibilidades de fallo ventricular®. Las
citoquinas estan muy implicadas en las disfunciones de la microcirculacion vascular tras
episodios de /R. Xiao, Carden y Alexander encontraron en ratas un incremento importante de

estas ultimas tras 90 minutos de isquemia intestinal”’. El resultado final seria un fallo

multiorganico generalizado que conduciria a un shock isquémico y la muerte del animal.

Otros autores exponen la respuesta de otros organos remotos, dafiados como
consecuencia de un fallo isquémico en el intestino. LaNoue ef al.*® sefialan que la IR intestinal
induce edema pulmonar como consecuencia de la liberacion de trofnboxano, Lee et al.”
mencionan alteraciones hepaticas como consecuencia de la presencia de gas en la vena porta
procedente de intestinos isquémicos y Shutz ef al. % menciona complicéciones cardiacas como

consecuencia de cuadros de isquemia mesentérica aguda.

1.15. SUPEROXIDO DISMUTASA.

En 1968 McCord y Fridovich encontraron que una enzima presente en los hematies era
i
capaz de catalizar al ion superoxido, y por esta capacidad se la denomind superdxido dismutasa

(SOD)™.

La SOD es una metaloproteina en cuya estructura se encuentra un grupo metalico unido
a cuatro residuos de histidina. Actualmente se engloba a la SOD en tres familias dependiendo
del grupo metalico que lleven en su estructura: hierro-SOD (F e-SOD), manganeso-SOD (Mn-
SOD) y la cobre/zinc-SOD (Cu/Zn SOD). |

La dismutacion es muy rapida, con reacciones de 2.10° molc.s por segundo. Con un
punto isoeléctrico de entre 4,6 y 6,8, la enzima presenta una carga neta negativa, lo que deberia
ser una barrera electrostatica para la entrada de aniones superoxido, en cambio acelera
enormemente la reaccion de catlisis. Estudios cristalograficos demuestran que la estructura de

la Cu/Zn SOD presenta en la superficie un tinel de entrada cargado positivamente con la
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existencia de 8 residuos aminoacidicos de tipo lisina, los cuales crean un campo magnético que
atrae y guia los aniones superoxido. Lo més probable es que estas caracteristicas impidan una

colision con la enzima orientando los aniones directamente al centro active'®.
|

La superficie de la enzima presenta un diametro aproximado de 24A. El diametro
disminuye progresivamente hasta ilegar al centro activo, donde se reduce tan sélo a 4A. Ef tanel
de entrada forma un verdadero acelerador de particulas para los aniones superoxido que son

guiados hasta impactar con el atomo metalico'®.

El mecanismo catalitico de la enzima consiste en la reduccion y reoxidacion de aniones
superoxido, generados durante el metabolismo celular y mantenidos en muy bajas
concentraciones por la SOD'™. Estos aniones son reducidos y se forma una molécula mucho
menos reactiva, que es el peroxido de hidrogeno, el cual es raipidaménte destruido por la

catalasa.
» Cobre/zinc-superoxido dismutasa.

Todas las Cu/Zn SOD aisladas de organismos eucariotas tien;an un peso molecular
aproximado de 32 Kd y estan formadas por dos subunidades proteicas, cada una de las cuales
presenta un centro activo que contiene un 10n de cobre y otro de zinc. Cada subunidad esta
compuesta principalmente por ocho cadenas antiparalelas de 151 aminoacidos cada una,
dispuestas en estructura [, formando un cilindro y con tres loops exteriores. El ién cobre del
centro activo se une a la molécula a través de cuatro residuos de histidina -44, 46, 61 y 118,
mientras que el atomo de zinc interacciona con el de cobre a través de la histidina 61, y se une
a la molécula a través del carboxi terminal de Ia histidinas 69 y 78 y del grupo aspartato 81/%%%
I.a reaccidn catalizada por la SOD procedente de eritrocitos de bovino tiene un margen muy

amplio de accion entre pH de 5,3 y 9,5.

Durante la reaccion de dismutacion el cobre realiza una reaccion reversible de oxidacion
y reduccion, eliminando de este modo los radicales superoxido y transformandolos en O, y H,O
El zinc no participa en la reaccion del cicle catalitico, y parece que su presencia es

imprescindible para estabilizar la estructura de la molécula'®,

La Cw/Zn SOD esta presente en la mayoria de los tejidos y abunda en el interior de las
células. A nivel extracelular se la conoce como EC-SOD' y es una glicoproteina tetramérica

hidrofobica, con peso molecular de 135 Kd, y aunque su funcidon no esté.‘clara, barece que actla
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como agente antioxidante en los espacios extracelulares.

Los valores medios de la enzima en los tejidos varian sensiblemente segun el sexo. En
el duodeno se ha comprobado que los niveles de Cu/Zn SOD, para hombres es de 471 Ul/mg
de proteina, mientras que en mujeres este valor se reduce a 311 Ul/mg de proteina. Tampoco
existe una relacion entre los niveles de SOD extracelular e intracelular. Lc:>s niveles de EC-SOD
en hombres son de 14 Ul/mg de proteina y en mujeres alcanza valores de 18 Ul/mg de
proteina'®. Es importante también afiadir que la concentracién de esta er{zima en los tejidos no
se mantiene constante en el tiempo y varian considerablemente en funcion de las necesidades.
En estudios de hiperoxia en pulmones de ratas neonatas, se observa como la sintesis de Cu/Zn
SOD se dispara tras 72 horas de exponer a los animales a una atmosfera hiperdxica, mientras

que en adultos el incremento ocurre a las 24 horas'®.
» Manganeso-superoxido dismutasa.

Tiene un peso molecular aproximado de entre 32 y 40 Kd. Cataliza la misma reaccion

que Ja Cu/Zn SOD aunque disminuye su actividad a pH elevados por encima de 7.

Su concentracion en duodeno varia sensiblemente entre sexos, siendo en hombres 16,6
|

Ul/mg de proteina y en mujeres 11,1 U/mg de proteina.
» Hierro-superoxido dismutasa.

Contiene generalmente dos subunidades proteicas, presentando entonces uno o dos
cationes por molécula. El hierro dentro de la enzima se presenta en estado férrico, y al oxidarse
en presencia del anion superdxido pasa a anion ferroso. Al igual que la Mn SOD, presenta una

considerable disminucion de la actividad cuando se la expone a pH elevados.
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5 INTERROGANTES, HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE
INVESTIGACION |

2.1. INTERROGANTES

« Mediante el pinzamiento de la AMC ;se produce isquemia intestinal aguda?.

e En caso afirmativo jafectarian las lesiones derivadas de ello directamente a la

supervivencia de los animales?.

« Igualmente, ;estaria relacionado directamente el tiempo de oclusién vascular con el
nimero de muertes?, o lo que es igual, jes proporcional el tiempo de isquemia al porcentaje de

muertes?.

*El riesgo de muerte tras la isquemia experimental, jse concentra en un espacio corto
de tiempo tras la repermeabilizacion o, por el contrario, es similar a lo largo de todo el tiempo

de observacion?.
+ ;Influye el tiempo de isquemia en la salida del estado anestésico?.

« ;El grado de mortalidad afecta por igual a hembrasy a machos sometidos al mismo
modelo experimental de isquemia mesentérica aguda, o, por el contrario, el sexo determina

alguna variacion de la supervivencia?.

*El peso de los animales en el momento de la intervencion jconstituye un factor capaz

de modificar la tasa de supervivencia?.

1

«Puesto que la presencia de radicales libres en el medio produce la peroxidacion lipidica
de las membranas, jaumentaria el grado de peroxidacion de las membranas durante la isquemia-

reperfusion, con el consiguiente aumento de MDA libre?.

» Puesto que el papel de una sustancia enzimatica antioxidante como la SOD es
neutralizar los radicales libres. jel tratamiento del animal con esta enzima disminuiria los niveles
de MDA libre?, jes capaz el tratamiento con SOD de aumentar la supervivencia ante la

isquemia?

«Como consecuencia de la /R, jse alteran ciertos parametros bioquimicos detectables?.
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« ,Existen diferencias anatomopatologicas microscopicas o macroscopicas entre
individuos control y los de las series isquémicas experimentales?. De existir estas diferencias,

;se agravan al aumentar los tiempos de anoxia?.

+ ;Cémo afecta un periodo de isquemia a la recuperacion de las funciones fisiologicas

del ammal?.

2.2. HIPOTESIS.

«Hipotesis conceptual de trabajo: La IMA es una entidad patologica que cursa con un
importante indice de mortalidad, en relacion directa con la duracion de 1a anoxia, de modo que,
a mayor duracion de la isquemia, son mayores las tasas de mortalidad en los animales, y por

consiguiente, mas graves las lesiones microscopicas y macroscopicas. |

Puesto que los procesos de /R se asocian a la presencia de RL, induciendo a la
peroxidacion lipidica de las membranas y a fallos multiorganicos generalizados, la SOD atenuara
el efecto lesivo de los RL y reducira la tasa de mortalidad en individuos sometidos a isquemia

intestinal.
» Hipotesis estadisticas:

- Hipétesis nula. La duracion del tiempo de la isquemia intestinal no presenta
ninguna relacion con las tasas de supervivencia de los individuos sometidos a
isquemia mesentérica experimental, ni la aparicion de lesiones tanto
microscopicas como macroscopicas. La presencia o no de RL en el medio no
afecta a la estructura de las membranas celulares, y por tanto, el tratamiento con
SOD no modifica, ni el grado de peroxidacion lipidica ni la supervivencia de los

animales.

- Hipotesis alternativa. Cuanto mayor es la duracién de un cuadro isquémico,
mas severas son las lesiones que se determinan y tanto mayor es la mortalidad de

los amimales. i

Como consecuencia de la presencia desproporcionada de RL en el medio, tras
la reperfusion, se induce una rapida peroxidacion de las membranas,

incrementandose de manera considerable la presencia de MDA libre y la tasa de
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mortalidad, efectos que pueden ser revertidos mediante un tratamiento adicional

de SOD.

2.3. OBJETIVOS.

Los principales objetivos del presente estudio experimental son los siguientes:

« Obtener las curvas de supervivencia y la funcion de riesgo, de animales sometidos a

diferentes tiempos de IMA, con el fin de calcular la D10, 1a DL50 y la DL 100.

» Determinar en qué medida, la isquemia puede afectra en diferente grado a machos y

a hembras.

«Definir el tipo y el grado de las lesiones estructurales, microscopicas y macroscopicas
que se producen después de un cuadro de /R, y valorar el grado de las lesiones con respecto

a los tiempos de anoxia intestinal.

«Delimitar la “barrera critica” de recuperacion de los animales, segln la cual se podra

conocer el intervalo de mayor morbimortalidad postisquémica.

sDemostrar las posibles alteraciones de los parametros bioquimicos producidas tras la
I/R. !

« Cuantificar el grado de peroxidacion lipidica de las membranas tras la IR,

determinando las concentraciones de MDA libre en intestino, antes y después de un cuadro de

isquemia mesentérica, con y sin tratamiento a base de SOD administrada por via intravenosa.

» Mejorar la tasa de supervivencia y disminuir el grado de las lesiones postisquémicas,

empleando un método terapéutico a partir de SOD.

« Comprobar la evolucion de diferentes parametros fisiologicos tras la oclusion

experimental de la AMC durante las 9 semanas posteriores a la intervencion.

2.4. CRONOGRAMA DEL DISENO EXPERIMENTAL.

Este trabajo experimental consta de las siguientes etapas expuestas por orden

cronologico:
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«Obtencion de las curvas de supervivencia de cada una de las seriels experimentales, con

el fin de conocer como se distribuye la mortalidad durante el tiempo de experimentacion.

+Tras conocer los ritmos v las tasas de mortalidad, se estudian los diferentes grados de
las lesiones que aparecen como consecuencia de los diferentes tiempos de isquemia.
Determinacion de los parametros bioquimicos y de las caracteristicas fisiologicas -ingesta de
alimento y liquido, valoracion de las heces, despertar anestésico, evolucion del peso etcétera-,

empleando la serie control y la serie Sham operation.

»Definidos los tiempos de isquemia y su letalidad, se administra SOD a dos series para

estimar la tasa de mortalidad con tratamiento antioxidante. ,

*Fl (iltimo paso consistio en determinar si existe un aumento de MDA libre en el tejido
isquémico como metabolito final de la accion de los RL durante ia peroxidacion lipidica, y el

efecto del tratamiento con SOD en la concentracion de MDA libre.
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3. MATERIAL Y METODO.

3.1. MATERIAL. |

Se describe el animal de experimentacion, el material y farmacos empleados en cada fase

o acto de la experimentacion.
3.1.1. ANIMAL DE EXPERIMENTACION.

Se utilizaron ratas de laboratorio, pertenecientes a la especie Rattu.i norvegicus, variedad
"Wistar”. Se escogieron animales de entre 9 y 12 semanas de edad con peso comprendido entre
240 g y 300 g. siendo la media de 266,14 g. (DE=19,25). La eleccion de e$tos animales se debid
a la menor presencia de tejido adiposo, a la buena salud que presentan los ejemplares jovenes
y ser la rata un animal relativamente asequible, de facil manejo, resistente a infecciones, y que

requiere pocos cuidados.

3.1.2. APLICACION DE LA ANESTESIA.
Se utilizan para inyectar:
- jeringas de 1 y 2 cc para la administracién de farmacos, modelo Plastipak® de un solo

uso

>

- agujas de 21 G de grosor y de 0.8 por 25 mm de longitud.

3.1.3. INDUCCION ANESTESICA.
Se utilizo la mezcla de tres farmacos:
- diazepam, 5 mg/ml, '
- atropina, 1 mg/ml,
- ketamina, 50 mg/ml.

La proporcion de volumen de la mezcla fue: 10% de sulfato de atropina, 50% de

ketamina y 40% de diazepam.
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3.1.4. PREPARACION DEL CAMPO QUIRURGICO.
- maquina de afeitar modelo Wahl 3900®, l

- sustancia antiséptica, povidona iodada.

3.1.5. PREPARACION QUIRURGICA. :
Elementos que forman el soporte de base para la intervencion:

- tabla de diseccion de corcho para sujetar al animal, de 40 cm de ancho por 60 cin de

largo,

- lamina de papel de filtro que se sitia cubriendo la superficie de la tabla de diseccion,

de 52,5 ¢m de largo por 42,5 de ancho,

- tiras de esparadrapo de tela modelo Leukoplast de 5 cm de ancho para fijar al animal

por las extremidades,

- alfileres entomologicos para fijar el esparadrapo al corcho.

3.1.6. ACTO QUIRURGICO.

3.1.6.1. Material fungible:
- mascarilla,
- guantes estériles de latex del 7 2,
- gasas estériles de 5 cm por 5 cm,
- COmpresas, :
- pafios.

3.1.6.2. Laparotomia:
- pinzas de diseccion, Adson® de 12 cm,
- pinzas para tejidos, de dos por tres dientes de 18 cm de Ferris-Smith,
- tijeras de extremo curvo, Adson modelo BC-423® de;130 mm,

- tijeras de extremo recto, Adson modelo BC-321® de :l 15 mm,
!
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- pinzas hemostaticas, Halsted-Mosquito® de 12 cm,
- porta agujas, de Mayo-Heger® de 15 cm.
3.1.6.3. Microcirugia:
- pinzas de extremo romo, modelo Adson OC-22® de l(I)O mm,
- pinzas de extremo con punta, modelo Adson BD-33 3@ de 115 mm,
- tijeras modelo, Adson FD-22 ® de 85 mm. l

3.1.6.4. Material quirargico habitual:

- bisturi de mango metalico, nimero 4 para hoja del numero 20 ref. BB520

Aesculap AG®,

'

- recipiente metalico para solucion salina, de 100 ml,

1
- cinta vessei-loop para visualizar y fijar la arteria mesentérica,

- microclamp atraumatico, modelo Heifetz 659105 ® para la oclusion de la

arteria mesentérica,
- lampara para campo quirurgico, Martin. Chromophare C-2000®,
- lupa de 0,7 a 4 aumentos modelo Olympus Tokyo 285079®,

- sutura sintética reabsorbible, Dexon de 3/0 para suturar la musculatura

abdominal,

- sutura no reabsorbible de seda de 3/0 para suturar la piel,

- solucion salina, para lavar la herida y limpiar la sangre.

3.1.7. NECROPSIA.
3.1.7.1. Farmacos:
- pentobarbital, 20 g/100 ml,
3.1.7.2. Instrumental:

- Para-formaldehido al 10%,
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- tubos de ensayo, para la recogida de muestras, }

- jeringa de 1 cc, para la administracion de la medicacion, modelo Plastipak ®

de un soélo uso,

- aguja de 21 G, de medidas 0.8 por 25 mm,

- tabla de diseccion, de 40 por 60 cm con base de corchb,
- lamina de papel de filtro, de 42,5 por 52,5 cm,

- tijeras rectas, modelo Adson BC-321® de 115 mm,

- tijeras curvas, para el corte de tejidos blandos, modelo Adson BC-423 ® de

130 mm,

- cuenco metalico, de 100 mi para el lavado con solucion salina de las piezas de
]

necropsia,
- pinzas, modelo Ferris-Smith ® de dos por tres dientes de 18 cm,

- balanza de precision electronica para organos, modelo FY-300®.

3.1.8. PESO DEL ANIMAL.

Balanza automatica electronica modelo Mini-sc Mobba®.

3.1.9 EXTRACCION DE SANGRE. ’ ;

3.1.10.

Se practica utilizando:

'

- jeringa, Plastipak® de un solo uso de 10 cc, ;
- aguja estéril intramuscular, de un solo uso de 21 G y de medidas 0,8 por 25 mm,

- tubo de ensayo para bioquimica, con silicona inerte en el fondo.

DETERMINACION DE PARAMETROS SANGUINEOS.

Autoanalizador de bioquimica clinica Technicon DAX 2000®, junto con los
correspondientes reactivos, para la determinacion de urea, creatinina, aspartico

transaminasa, alanin transaminasa, gamma glutamil transpeptidasa, lactico
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deshidrogenasa, creatin fosfo kinasa, sodio y potasio.

3.1.11. ESTUDIO HISTOLOGICO.
Se realiza mediante:
- inclusor automatico de parafina, Milles Scientific. Tissue-Tek Vip®,
- microtomo, Reichert-Jung. Modelo 2035 Boicut Leica instruments GMbH®,

- microscopio optico, Nikon Optifot HFX-IIA®, .

- camara fotografica,

- material de tincion.

3.1.12. ADMINISTRACION DE LA SOD.
3.1.12.1. Material.
Se inyecta;

- Cu/Zn SOD liofilizada procedente de entrocitos de bovino, en viales de 3000
UL, de SIGMA CHEMICAL CO®.

- solucion salina para irrigacion, con 0.9 g. de cloruro sodico por cada 100 mi

de agua destilada y apirdgena. Con un pH de 5,5 y osmolaridad de 308 mosm/I.
3.1.12.2. Instrumental.
Se utiliza el sefialado a continuacion:

- microinyector Meditronika modelo A-99®,

- butterfly-23 de 0,4 mm de diametro externo, modelo Yenisystem@,

- jeringas de 2 mi de un solo uso..

3.1.13. SOPORTE INFORMATICO.

- Hardware informatico. PC 486-DX2, marca Redkom-Computer®, de 8 Mb de
memoria RAM y 2.5 Gb de memona ROM.
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- Software informatico. Se usaron los programas:
- hoja de calculo Excel version 5.0 para Windows,
- procesador de textos WordPerfect version 6.1 para Windows,
- procesador de textos Word version 6.0 para Windows,

- paquete estadistico SPSS version 6.1.3 para Windows,

3.2. METODOLOGIA. .

3.2.1. ANESTESIA.
3.2.1.1. Medidas generales.

Durante la experiencia los animales dispusieron de comida y bebida ad /ibitum incluso
en las horas previas a la intervencion. Antes de ésta se realizo un control previo sobre el estado

de salud y de peso, comprobando que éste se encontraba entre 240 y 3500 g

En las 24 horas previas a la intervencion se realizo un estudio visual para detectar
posibles lesiones externas, alteraciones de comportamiento o cualquier aspecto anomalo. De no
encontrarse nada irregular el animal era encuadrado en un grupo y en una serie a la espera de

la intervencion.

3.2.1.2. Medidas preanestésicas.

Una vez incluido el animal en el grupo experimental correspondiente por cumplir los
parimetros requeridos, y minutos antes de la operacién, se le pondero exactamente para calcular
el volumen de anestesia a inyectar y, en el caso de los animales con tratamiento adicional de

SOD, calcular la concentracion de enzima a inocular.
3.2.1.3. Inducci6n a la anestesia.

Se sujeta al animal por la cola que se extrae entre los barrotes de: 1a cubierta superior de
la jaula; a continuacion se tira suavemente del animal hasta que el rabo queda en su totalidaden
el exterior, v la parte final del cuerpo apoyada en los barrotes. Inmovilizado el animal de esta
manera, con el muslo apoyado en los barrotes, se procede a la inye;:ci(')n intramuscular del
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preparado anestésico.
|

La preparacion del complejo anestésico se realizo, mezclando en’ ‘un tubo de ensayo de
10 ml, los farmacos siguientes: clorhidrato de ketamina -50 mg/ml-, d1azepam -5 mg/ml- y
sulfato de atropina -1 mg/ml-, en una proporcion de 50%-40%-10% respectivamente. A
continuacion se agita el preparado, y del volumen total se extrae con una jeringuillaj la cantidad

en ml, en funcion del peso del animal. Se le inocula 0.003 ml por cada gramo de peso.

Realizada la inyeccion del complejo anestésico, se libera al animal y se espera el tiempo
necesario hasta que entre en estado de dormicion. Esto se comprueba colocandole en posicion
supina y observando que ha perdido la capacidad de volverse y de moverse, y que se encuentra

en relajacién e hipotonia muscular.
3.2.1.4. Ventilacion.

No es necesario aplicar ventilacion artificial al animal, ya que es capaz de respirar por
si mismo, y son suficientes los gases normales de la atmosfera. Si es importante tener la
precaucion de dejar lfibres las vias respiratorias y evitar que cualquier ob]eto le cubra la cabeza

y, especialmente las fosas nasales.
3.2.1.5. Mantenimiento de la anestesia.

El volumen de anestesia inyectado en la primera dosis fue suficiente en los animales de
las series 1L, 1L, IV, V, VIIL, IX, X, X1y XIL En las series VI y VII, a los 100 minutos de la
dosis inicial, se inyectaron 0.0008 ml por cada gramo de peso corporal del complejo anestésico,

lo que mantuvo al animal dormido hasta el final de la operacion. '

322 METODO DE LA PREPARACION QUIRURGICA. i
3.2.2.1. Rasurado.

Comprobado el estado anestésico se rasurd toda la superficie abdominal, desde el
cartilago xifoides hasta los oOrganos genitales externos, en sentido longitudinal, y

transversalmente, desde la extremidad inferior izquierda a la derecha.

3.2.2.2. Fijacion a la bandeja de diseccion.

Con tiras de esparadrapo de tela se rodean las porciones terminales de las 4
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extremidades, dejando un pequefio saliente en las tiras. Se coloca al anim;al en dectbito supino
sobre una lamina de papel de filtro, situada sobre la bandeja de diseccit')n; de corcho. Puesto el
animal en el centro de la bandeja se fija clavando alfileres entomolélgicos en las tiras de
esparadrapo que sobresalen, quedando la superficie abdominal expuesta-hacia arriba y con las

4 extremidades extendidas en forma de X.

3.2.3. ACTO QUIRURGICO. '
3.2.3.1. Asepsia. |

El material utilizado en la intervencion fue previamente esterilizado, o se utilizd material
desechable esterilizado como agujas, jeringas, gasas, hojas de bisturi, etcétera.

Una vez rasurada la zona abdominal, se procedio a su limpieza mediante frotacion con

una gasa estéril impregnada en povidona iodada.

El operador realizo un lavado quirargico previo de manos con jabon antiséptico. Se

trabajo con guantes de latex estériles, asi como con mascarilla y bata quirirgica estéril.

3.2.3.2. Técnica.

Situado el animal en decubito supino, y fijado a la tabla de diseccion, se procede a la
desinfeccion de la zona abdominal, limpiandola en todas las direcciones, con una gasa estéril
impregnada en povidona iodada. Se cubre al animal con un pafio quirirgico abierto que delimite

el campo operatorio expuesto al exterior.

A continuacion se practica una laparotomia media, en direccion longitudinal desde el
cartilago xifoides hacia la region pubiana con un corte aproximado de unos 5 cm. La incisiéon

en piel se realiza con bisturi de mango metalico y hoja desechable.

Realizado el corte longitudinal de la piel se procede a la limpieia de la sangre con una

gasa estéril impregnada en solucion salina a 35°C.

El siguiente paso es seccionar los musculos rectos abdominales por la linea media,
usando el bisturi para realizar un corte de medio cm de longitud, aproximadamente; tamafio
suficiente para introducir unas pinzas rectas de extremo romo en la cavidad abdominal, con
precaucion para no tocar el paquete intestinal. A continuacion se levanta con las pinzas la

musculatura abdominal, y con las tijeras rectas se procede al corte por la linea alba hasta la altura

42



3. MATERIAL Y METODO

del cartilago xifoides. De este modo se accede a la cavidad intestinal, con espacio suficiente
para la manipulacion de la AMC. Después de realizado el corte se limpia la zona con gasa estéril

empapada en suero.

Seguidamente se colocan los separadores, hechos con un clip dobliado a modo de gancho
y sujetos por detris con una goma elastica, fijada con un alfiler entomolégico clavado en la mesa
de diseccion. Se coloca un separador a cada lado de la musculatura abierta y entre el clip y la
musculatura se interpone una gasa estéril himeda para evitar lesiones de la pared. Tanto el clip
como la goma elastica fueron esterilizados dentro de una bolsa cerrada, con pastillas de

t

paraformaldehido solido.

t

Una vez separada la musculatura aparece el paquete intestinal que se extrac manualmente
desplazandolo hacia el lado derecho del operador, y se envuelve en und gasa estéril empapada

en suero a 35°C, para evitar erosiones intestinales y reducir al minimo la évaporacion de liquido.

Con el paquete intestinal en el exterior, se observan el rifion y la vena renal izquierdas.
El paso siguiente es desplazar el estomago hacia la derecha, observando la AMC y su latido.
En el extremo craneal toma su origen la arteria aorta abdominal, y en la porcién caudal se

introduce en la raiz mesentérica, donde inicia su ramificacion.

Visualizada la AMC se procede a la utilizacion del material dé microcirugia -tijeras y
pinzas con extremo romo-, ayudado con lupa de cuatro aumentos. Con;las pinzas de diseccion
se levanta la arteria hacia arriba y con las tijeras de punta roma se abre'un pequefio orificio en
los tejidos periadventiciales a cada lado de la misma y se cruza por detras con una cuidadosa

manipulacion para evitar su lesion.

Disecada la AMC, se pasa una cinta vesse/-/oop por detras de la misma para su control

-figura 3-.

A continuacién, tras observar el tamafio y el latido de la arteria, se procede a la
colocacién del microclamp. Para ello, ayudandose de la cinta vesseLi:oop, se eleva el tronco
artenial hacia arriba y se introducen las pinzas de microcirugia por detras de la arteria de modo
que asomen por el lado opuesto. Luego se elevan ligeramente las ipin::as, provocando el
levantamiento de la arteria. Entonces se abren las pinzas, colocando en el hueco que queda entre
sus dos ramas el microclamp vascular atraumatico. En este momento se toma la hora para medir

el tiempo de isquemia y se comprueba que el latido arterial en el extremocaudal del microclamp
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Figura 3.- Abdomen abierto de rata control, mostrando la arteria mesentérica
craneal fijada mediante cinta vessel-loop.

Figura 4.- Arteria mesentérica craneal ocluida mediante microclamp
atraumatico. Se observa la ausencia de riego en la parte distal de la oclusion.
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se ha interrumpido -figura 4-_ Se retiran los separadores y se procede a la colocacion del paquete
intestinal en la cavidad abdominal. De este modo se mantiene al animal mientras que dura la
isquemia. La incision se cubre con una gasa impregnada en suero para disminuir la pérdida de

liquidos del organismo.

Transcurrido el tiempo de isquemia se retira el microclamp, previa colocacion de los
separadores y extraccion del intestino, comprobando el restablecimiento de la circulacion y el

pulso arterial y la integridad del vaso.

Finalizada la intervencion se procede al cierre de la musculatura con sutura sintética

|
reabsorbible Dexon de 3/0 mediante puntos continuos, con aguja circular. En la piel se emplea
sutura no reabsorbible -seda negra de 3/0-, con aguja triangular recta, por medio de puntos

sueltos.

Tras suturar la incision, se limpia la herida con solucion salina a 35°, eliminando
cualquier resto de sangre y aplicando povidona iodada en toda la superficie. El animal se coloca
en una jaula de macrolon individual con base de sepiolita, disponiendo de comida y bebida ad
libitum. En estas condiciones se hace un seguimiento del amimal, observar:ldo la salida del estado
anestésico. Tras 72 horas de observacion en jaula individual los animales son traslados a jaulas

comunitarias de cinco ammales.

Transcurridos 7 dias desde la operacion, se retiran los puntos externos de sutura de la
piel. Para ello, se introduce al animal en una jaula de barrotes que permi:te su manipulacion, sin
ningun tipo de molestia y se cortan los puntos. A continuacion se limpia la herida y se le vuelve

a introducir en la jaula.

324 OBSERVACION CLINICO-PATOLOGICA TRAS LA RETIRADA DEL CLAMP.

Transcurridos los minutos de isquemia estimados para cada;serie se valoraron las
alteraciones clinico-patologicas producidas como consecuencia de la falta de irrigacion. Los

puntos observados fueron:

3.2.4.1. Presencia de gas intestinal. Se valoraron las acumulaciones anormales de gas en
el intestino, especialmente en el ciego. Se definié como variable dependiente categérica,

definiéndose como grado 0, la ausencia de gas intestinal; grado 1, la presencia moderada de gas;
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y grado 2, la presencia abundante de este, que provoca dilatacion notoria del ciego y

acumulacion importante en el resto de las partes intestinales.

3.2.4.2. Perforacion intestinal. Se valor6 la existencia, en su caso; de posibles roturas o

perforaciones de la pared intestinal por visualizacion directa del intestino.

3.2.4.3. Placas de Peyer. En la revision global del intestino tras el cuadro isquémico se
verifico la presencia o no de placas de Peyer. Se definio como variablei categorica, siendo de

grado Ocuando a la vista presentd un aspecto normal; y de grado 1 su presencia resaltada.

3.2.4.4. Hemorragia intestinal. Se vié la existencia o no de sangré en el lumen intestinal
directamente y en comparacién con el aspecto que presentaba el intestino antes del pinzamiento
arterial. Se defini6 como variable categérica dependiente, siendo de grado 0, la ausencia de
sangre extravasada; grado 1, la presencia focal de hemorragias intes|tinales; y grado 2, la
presencia de hemorragias en sabana, con grandes 4reas sangrantes a lo largo del intestino y

cantidad abundante de sangre extravasada.

3.2.4.5. Desvitalizacién intestinal. Después de retirar el clampi se anoto el grado de
desvitalizacion del intestino segun una escala categorica, siendo de grado 0, cuando no se
observo desvitalizacion intestinal; grado 1, la presencia de desvita]izacién discreta con ligera
congestion y palidez; grado 2, desvitalizacion moderada con edema; y gfado 3, desvitalizacion

intensa y colapso de las arterias intestinales.

3.2.4.6. Repermeabilizacién vascular. Tras retirar el clamp de la arteria y permitir el paso
de sangre nuevamente, se estimo la permeabilidad del tronco mesentérico y la presion del flujo,
comprobando por apreciacion visual directa, la recuperacion del latido :arterial y el paso de la
sangre a través de la arteria. Se definid como variable categorica, ;siendo de grado O la
reperfusion correcta con observacion evidente de la recuperacion del latido arterial, y grado 1,
la reperfusion poco manifiesta con colapso arterial. A los individuos muertos durante el cuadro
isquémico, que no soportaron el tiempo de isquemia, se les catalogod ciomo sujetos perdidos

(SP).

3.2.4.7. Alteraciones organico-fisiologicas. Se definieron como: alteraciones organico
fisiologicas los estados de hipotermia, convulsiones, apnea o disnea, alteraciones de la frecuencia
cardiaca -bradicardia o taquicardia-, o las manifestaciones cianéticas en organos distales tales

como las extremidades y el hocico. Se valoré como grado O la ausencia de alteraciones

-46-



3. MATERIAL Y METODOQ

organicas y como grado 1 la presencia de alguna de las alteraciones mencionadas.

3.2.5.0BSERVACION CLINICA. ,

A continuacion de la intervencion quirargica de los anirri1ales se¢ procedid a su
observacion individual, por series, en jaulas y estantes debidamente identificados. Seguidamente
se detalla cada uno de los parametros de estudio manifestando el método seguido para su

observacion: '

3.2.5.1. Despertar después de la anestesia. Finalizado el procéso operatorio se separd
al animal de la mesa de diseccion y se le traslado a una jaula individual, donde fue observado
permanentemente. Se considerd que el animal salia del estado de anestesia cuando comenzaba
a realizar movimientos voluntarios, aunque no fueran desplazamientos lafgos, ya que se himitaba
a torsiones del cuerpo y a movimientos de las extremidades. Se observo la respuesta a estimulos
acusticos mediante palmadas y estimulos algogenos por puncion leve en las extremidades
posteniores. Se considerd positiva la respuesta cuando el animal respondjia al estimulo, en forma
de huida, sobresalto o retraccion de la extremidad. Las observaciénes se efectuaron con

intervalos de 30 minutos durante las tres primeras horas posteriores al postoperatorio.

Durante el tiempo de observacion postoperatonia, hasta el momento de abandonar del
estado anestésico, los animales permanecieron en jaulas individuales en la sala de operaciones.
Tras el despertar anestésico fueron devueltos al estabulario a las ciondiciones estandar de
temperatura y fotoperiodo, manteniéndose en jaulas individuales durante las 72 horas posteriores

a la intervencion. i
I

3.2.5.2. Ingesta de agua. Después de salir del estado anestésico los animales fueron
devueltos al estabulario segin se describe en el punto 3.2.5.1. La ingestion de agua fue
comprobaba visualmente, mediante un bebedor graduado, a las 24 horas, a las 48 horas, y a las

72 horas.

3.2.5.3. Ingesta de alimento. Se control6 visualmente si el ammal comia 0 no y cotejando
la disminucion del peso de la comida, con su peso inicial y al realizar las comprobaciones a las
24, 48 y 72 horas. Igualmente se aprecié porque las porciones de alimento se colocaron enteros

y aparecian roidos en los distintos periodos de observacion.
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3.2.5.4. Heces. Se determind la cantidad, consistencia y color d;e las heces a las 24, 48

y 72 horas posteriores a la intervencion.

3.2.5.5. Evolucion del peso corporal. Cada animal fue pesado al jnjcio de la intervencion
quirirgica comprobando que el peso estaba comprendido entre los limites establecidos -240 y
300 g-. La evolucion del peso se siguid semanalmente a partir de la operacion. L.os animales que
sobrevivieron 9 semanas fueron sacrificados y pesados. Los que no sobrevivieron ese tiempo

fueron pesados en el momento de su muerte y antes de realizarseles la necropsia.

3.2.5.6. Supervivencia. Se determind mediante observaciones realizadas a las 2, 12, 24,
36, 48, 60 y 72 horas posteriores a la retirada del clamp, y diariamente durante las 9 semanas

que durd el experimento.

3.2.6. METODOLOGIA DEL SACRIFICIO.

I
Transcurridas las 9 semanas de observacion, los animales que no habian fallecido, fueron
sacrificados por la inyeccion intramuscular de pentobarbital, a razon de 0,001 ml por gramo de

peso corporal.

3.2.7. NECROPSIA.

Fallecido el amimal por causas naturales tras la operacién,lo por eutanasia en los
animales supervivientes, se peso y se procedio a la recogida de muestras organicas. Para ello se
fijo al animal a la tabla de diseccion y se repitieron los pasos del proceso operatorio, segun se
detallan en el apartado 3.2.3.2. para la apertura de la cavidad abdominal:‘ 1.as muestras tomadas
durante la necropsia se introdujeron en tubos de ensayo, debidamente identificados, y con

formaldehido al 10% como fijador. |
3.2.7.1. Observacion de la cavidad abdominal.

3.2.7.1.1. Cavidad peritoneal. Se aprecio la existencia o no de derrame

peritoneal, de focos inflamatorios y de adherencias.

3.2.7.1.2. Aspecto del paquete intestinal. Se estimé la coloracion y las lesiones
en la serosa y la coloracion de los pequefios vasos intestinales. Igpalmente se observo la
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existencia o no de dilatacion intestinal por acumulos de gas en el interior de la luz intestinal,

valorandose segin la clasificacion del apartado 3.2.4.1.

Se recogieron las siguientes muestras para cada estudio microscopico: 2 cm de yeyuno,
2 c¢m de ileon y otros 2 cm de colon ascendente. Cada pieza fue abi;er'ta longitudinalmente,
enroliada en espiral sobre si misma y atravesada transversalmente con un alfiler a fin de que en
los cortes de las muestras se observase mayor superficie intestinal. ‘A continuacién fueron

introducidas en tubos de ensayo identificados, con aldehido formico al 10%.

Despusés se extrajo el intestino abriéndolo longitudinalmente,fobservando el aspecto
macroscopico de la mucosa, la existencia de erosiones o ulceras, la aparicidn de hemorragias
y la desvitalizacion intestinal. Estas tres ultimas se valoraron de forma individual segin variable
categorica, siguiendo la misma escala de clasificacion de las apartados 3.2.4.2.,3.244. y3.24.5

|

respectivamente.

3.2.7.1.3. Higado y rifiones. Ambos rifiones y el higédo fueron extraidos y
pesados, realizandose el estudio macroscopico. A continuacion ﬁlerfon preparados para su
estudio microscopico. En cada uno de los 6rganos se realizo una variable categorica, definida
como de grado O para la ausencia de lesiones y grado 1 ante la presencia de alteraciones

macroscopicas.

3.2.7.1.4. Arteria mesentérica craneal. Se observo la existencia de adherencias
de tejidos periadventiciales, la presencia de trombos ¢ émbolos y lesiones parietales, recogiendo

el tronco arterial para su estudio histologico.
3.2.7.2. Cavidad toracica.

Se procedio a su apertura, mediante el corte longitudinal de la porciéon costal con tijeras
quirargicas, se valord la presencia de derrame pleural, definiéndola co}no variable categorica,
de modo que grado O significé la ausencia de derrame pleural y el grado 1 la presencia del
mismo. A continuacion se extrajeron los pulmones y se pesaron, constatando su aspecto externo.
De los mismos se tomaron biopsias para su estudio microscopico. Igu'aimente se introdujo la
variable categorica de manifestacion de lesiones pulmonares, siendo gradp 0 la ausencia y grado

1 la aparicién de anomalias macroscopicas.
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3.2.8. APLICACION DE LA SOD.

Para el estudio de supervivencia con tratamiento de SOD, se utilizaron las siguientes

series experimentales:

» Serie VIII. 10 machos, sometidos a 90 minutos de isquemia mesentérica aguda y

tratados con sustancia placebo a base de solucion salina. :

s Serie IX. 10 hembras sometidas a 60 minutos de isquemia mesentérica aguda, tratadas

.. . |
con placebo a base de solucion salina.

« Serie X. 10 machos sometidos a 90 minutos de isquemia mesentérica aguda y tratados

con SOD.

« Serie XI. 10 hembras sometidas a 60 minutos de isquemia’ mesentérica aguda, y

tratadas con SOD. ;

El cuadro isquémico fue provocado siguiendo el procedimiento quirirgico habitual
1

descrito en el apartado 3.2.3.2.

Las series Vil y IX fueron utilizadas como control, siendo tiratadas como ya se ha
indicado con solucién salina -0,9 g de cloruro sodico por cada 100 ml de agua- a razon de

0.002 ml por g de peso corporal.

Las series X y XI fueron tratadas con SOD la cual se presento liofilizada, en viales de
3000 Ul . La enzima fue dituida en solucion salina hasta una concentracion de 1000 Ul por ml.
Se administrd en una concentracion de 2 Ul por gramo de peso corpofal, y en flujo constante

a razon de 0,1 ml por minuto.

El tratamiento de SOD vy el placebo, se aplicaron por via intraveﬁosa a través de la vena
yugular, mediante el sistema de émbolo impulsado por microinyector automatico, utilizando una
jeringa de lcc con subdivisiones de centésimas de ml. Dormido el animal, se realizé un corte a
nivel del cuello, y tras visualizar el tronco venoso se descubrié por diseccion. Mediante un
sistema de butterfly de 23 G se conectd la aguja en la yugular del animal, introduciéndola
primeramente en el misculo pectoral, y avanzando hasta su penetracion en la vena, con el fin
de que al retirar la aguja, la propia presion del misculo cerrase el orificio de la puncion y evitar
la extravasacion sanguinea. El otro extremo se conect6 a la jeringa de 1 ml, la cual a su vez se

montd en el soporte del microinyector -figura 3-.
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Figura 5.- Muestra de la aplicacion de SOD endovenoso yugular mediante el empleo
de microinyector y sistema butterfly.

Se aplicaron dos tandas de tratamiento, la primera 10 minutos antes de la retirada del

clamp y la segunda 10 minutos después de la repermeabilizacion.

Transcurrido el tiempo de isquemia se retird el microclamp y se cerro la cavidad
abdominal. En la incision del cuello, después retirar el sistema de butterfly se aplicaron puntos
continuos con sutura no reabsorbible de 3/0, y a continuacion se introdujo al animal en la jaula.
A los animales supervivientes se les dejo un periodo de observacion de 9 semanas, segun
metodologia descrita en el punto 3.2.4., y con los animales muertos espontaneamente se

procedio segun metodologia del punto 3.2.7.
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3.2.9. TRATAMIENTO HISTOLOGICO DE LAS PIEZAS.

Para el estudio de las muestras de los distintos tejidos mediante microscopia optica se

practicaron los siguientes pasos:
» tallado de las piezas,
« inclusion en parafina,

« realizacion de cortes histologicos con un espesor de 3 micras mediante microtomo de

rotacion,

» desparafinacion y mantenimiento en estufa a 80°C., durante 30 minutos.

I

Seguidamente se utilizaron las siguientes tinciones: :
3.2.9.1. Técnica de tincién con hematoxilina eosina (H.E.) l
A) Reactivos:
- hematoxilina de Harns:
- hematoxilina, 5 g,
- alcohol absoluto, 50 ml,
- agua destilada, 1000 ml,
- 6xido de mercurio, 2,5 g, !
- alumbre potasico,100 g.
- eosina;
-eosina, 1 g,
- agua destilada, 100 ml, i
B) Bateria: ‘
- 3 pases por xilol, 3 cubetas,
- dos pases por alcohol de 100 grados, Zécubetas,

- dos pases por alcohol de 96 grados, 2 (E:ubetas,

- lavado en agua corriente durante 2 minutos.

-52-



3. MAT:ER]AL Y METODO
C) Técnica:
- tincion con hematoxilina, de 3 a 5 mim:xtos,
- lavado en agua corriente durante dos minutos.
- tincidn con eosina, medio minuto,
- deshidratacion:
- dos pases por alcohol de 96 gr;ados, 2 cubetas,
- 2 pases por alcohol de 100 grados, 2 cubetas,
- 3 pases por xilol, 3 cubetas, |
- montaje con balsamo EUKIT.
3.2.9.2. Técnica de tincion Giemsa.
A) Reactivos: '
- solucion Giemsa:
- giemsa Merk®, 20 ml,
- agua destilada, 80 ml,
- 100 mi de agua destilada con unas gotas de éu;:ido acético glacial,
- alcohol isopropilico. I
B) Técnica:
- desparafinar e introducir en agua destilada, '
- colocar en la solucion de Giemsa diluida duraﬁte 1 hora,

t
- extraer los cortes de la solucion de Giemsa y se introducen en una

- s ;. Iy !
solucion de agua con acido acético durante unos segundos,

- se extraen los cortes de la solucidn anterior y se pasan por alcohol de

96° hasta que se obtenga el color deseado,

I
- se detiene la diferenciacion sumergiéndolos 3 veces en isopropanol, 2
|

minutos cada vez, |
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i

- se pasan 3 veces por xilol,

- se montan en EUKITT. :
3.2.9.3. Técnica de tincion con P.A_S -para-aldehidos de Schiff-.
A) Reactivos: |
- solucion de Alcian-Blue: pH 2.5
Alcian-Blue, 0.5 g, ;
acido acético al 10%, 100 ml,
- acido periddico al 0.5%.
- sulfuro de Ruisseus o bisulfito sodico al 2%:
Metabisulfito sodico al 10%, 6 ml,
acido clorhidrico normal, 5 ml, |
acido clorhidrico, 8,4 ml, .
agua destilada, hasta 100 ml.
- reactivo de Schiff:
pararosaniline hydrochloride, 1 g,
bisulfito sédico anhidro, 1 g,
acido clorhidrico normal, 20 ml ;
agua destilada 200 ml. :

Para preparar el reactivo de Schiff se hierven 200 ml de agua :destilada y se afiade la
pararosaniline y se disuelve. La solucion se enfria hasta los 50°Cy a C(!)ntinuacién se afiade el
bisulfito sodico, agitando la preparacion. Se vuelve a enfriar la soluci:()n hasta los 25°C y a
continuacion se afiade el acido clorhidrico y se agita la mezcla. Se deja reposar 24 horas en
oscuridad en frascos ambar y si en este tiempo el preparado no ajdquiere una tonalidad
transparente, se ie agrega carbon activo y se filtra el contenido. Si después de realizar el filtrado

la preparacion sigue sin estar transparente, se desecha.
B) Técnica:
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- hidratar los cortes, !
- introducir en acido periédico durante 10 minutos,
- lavar durante 10 minutos,

- afiadir el reactivo de Schiff, de 15 a 30 minutos,

- afiadir el bisulfito sodico sin previo lavado y mantenerlo durante 10

minutos,
-lavar y contrastar con hematoxilina. Lavar, deshidratar y montar.
C) Resultados;

La tincion con para-aldehido de Schiff es el mejor colorante de mucopolisacaridos
acidos. Con esta tincion al ser observada la preparaciéon al microscopio, los glicidos aparecen

en una tonalidad purpura, los nucleos en azul, los citoplasmas celulares en color amarillo y las
|

membranas basales en purpura rojizo.
3.2.9.4. Técnica de tincion tricomica de Masson.
A) Reactivos: .
- sulfato amonio-férrico al 5%, sal 4cida de alumbre férrico,
- hematoxilina de Weigert, soluciones Ay B,
- solucion de acido picrico,
- 4cido picrico a saturacion en alcohol de 96°, 2 partes,
alcohol de 96°,
- solucion de fucsina acida acética. Solucion A,
fucsina acida, 1 g,
acido acético glacial, 1 ml,
agua destilada, 100 ml,

- solucion de Pouceau-xilidina. Solucion B,

pouceau-xilidina, 1 g,
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acido acético glacial, 1 ml |

Agua destilada, 100 ml,

- se mezcla una parte de solucion de fucsina -solucién A-, y dos partes

de xilidina -solucion B-

- acido fosfomolibdico al 1%,

- solucion verde luz -Gurr's-. |
Verde luz, 1 g,
acido acético glacial ,1 ml,
agua destilada, 100 ml,

Se puede reemplazar por acido acético al 25% y azul de anilina hasta la saturacion.
B) Técnica: |

- hidratar los cortes,

- alumbre férrico a 60° C, durante 20 o 30 minutos,
- agua destilada, lavar muy bien, !
- hematoxilina de Weigert, durante 4 minutos,
- lavar, ;

- diferenciar con 4cido picrico hasta que solo los nucleos estén tefiidos
y los hematies hayan perdido la coloracion. Esto se hace durante 10
|

minutos, :
|

- lavar durante 10 minutos, hasta que no salga mas acido picrico,

- tefiir los citoplasmas con la solucion A mas B de fucsina-xilidina

durante 5 minutos, g
- lavar en agua,

- diferenciar en fosfomolibdico que decolora la coldgena y tifie los

eritrocitos y los citoplasmas; duracion 3 minutos,

- sin lavar, tefiir 1a colagena con verde luz durante 10 minutos,

i
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|
- deshidratar y montar.

C) Resultados:

Las coloraciones que se obtienen son: tejido conjuntive y moco en verde o azulado,

citoplasmas rojizos o anaranjados, necrosis fibrinoide naranja y niicleos en pardo.
3.2.9.5. Técnica de Gallego para fibras eldsticas:
A) Reactivos:
- solucion A: \
- 10 cc de agua destilada,
- 25 gotas de fucsina de Zieh,
- 2 gotas de acido acético glacial.
- solucion B:
- 10 cc de agua destilada,
- 1 gota de acido nitrico puro,
- 2 gotas de formol puro,

- 1 gota de percloruro de hierro al 10%;

- picro-indigo de Carmin,

- 4cido picrico a saturacion en agua, se le afiade el indigo de
carmin al 1% y se comprueba el color con papel de filtro.
B) Técnica;
- sensibilizacion con solucidn A, durante unos segundos,
- sin lavar se agrega la solucion A. Se controla el color al microscopio
optico, ;
- lavar muy bien,

- realizar 1a fijacion con B durante 5 minutos,

- lavar y contrastar con picro-indigo.
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C) Resultados:

- se visualizan las fibras elasticas en color violeta oscuro.

I
'

3.2.9.6. Método del Oil-red O. .

A) Reactivos:

- solucion madre: Se prepara saturando el alcohol isopropilico con el oil-

red O.

- solucion de trabajo: Se filtra la solucion madre y se diluye con 6 cc. de
ella, 4 cc. de agua destilada, se deja reposar durante 10 minutos y se

filtra sobre los cortes invertidos.
B) Técnica:

- los cortes de los tejidos se realizan en congelacion y se las introduce en una
i
solucién diluida durante un tiempo de 10 a 30 minutos, con los portaobjetos

invertidos o flotando en la solucién, "

- se lava muy bien y con cuidado de que no se rompan cuando estan los cortes
. . [
flotando, ya que si suben a la superficie se abren, '

- se afiade a la solucién, hematoxilina de Carazzi durante 10 minutos,
- lavar y montar en gelatina de glicerina de Roulet-Kaiser o en Plasdona C.
C) Resultados: |

- Los lipidos se visualizan en color rojo y los nucleos en azul.

3.2.10. RECOGIDA DE MUESTRAS Y DETERMINACION DE MDA L[BRE EN TEJIDOS.

Para la determinacion de los valores de MDA libre en los tejidos se emplearon:
|

« Serie XII.- 10 machos de control a los que unicamente se tomaron muestras de tejido
i
intestinal. -

« Serie XIII.- 10 machos a los que se sometid a 90 minutos d? IMA segtnla técnica
general del apartado 3.2.3.2. con 30 minutos de reperfusion y tratamiento con SOD. Tras 30

. .y -
minutos de reperfusion se tomaron muestras del yeyuno. ;
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¢ Serie XIV.- 10 machos sometidos al mismo procedimiento que la serie XIII pero

tratados Unicamente con solucion salina.

Las tomas de muestras yeyunales se realizaron en todos los anirjnales y se introdujeron
en tubos de ensayo de cristal conservados a -20° C y debidamente identificados. Este paso se

realizé para no romper la cadena del frio.

En las 30 muestras intestinales se aplico el test del TBA para conocer la concentracion

de MDA libre en ¢l tejido.

3.2.10.1. Test del TBA

- Preparacion de la curva estandar.

Se prepara una solucion madre de MDA a'una concentracion de 706 nM/ml. De esta
solucion se hace una dilucion 1/10 en tampon fosfato pH 7, con lo que ]? nueva sclucion queda
a una concentracion de 70,6 nM MDA/ml. A partir de esta se realizan diluciones seriadas 1:1

seglin el esquema:

Tubo 1 =>0,14 ml de muestra+0,86 ml de tampon fosfato. 9,88 'nM MDA/tubo

Tubo 2 =>1 ml de tubo 1+1 ml de tampén fosfato 4,94 \nM MDA/tubo
Tubo 3 =>1 ml de tubo 2+1 ml de tampon fosfato 2,47§nM MDA/tubo
Tubo 4 =>1 ml de tubo 3+1 ml de tampén fosfato 1,24 'nM MDA/tubo
Tubo 5 =>1 ml de tubo 4+1 ml de tampon fosfato 0,62 nM MDA/tubo
Tubo 6 =>1 ml de tubo 5+1 ml de tampon fosfato 0,31 nM MDA/tubo
Tubo 7 =>1 ml de tubo 6+1 ml de tampén fosfato 0,15 InM MDA/tubo
Tubo 8 =>1 ml de tubo 7+1 mi de tampén fosfato o,osénM MDA/tubo

Realizadas las diluciones se afiaden a cada tubo, al igual que a las muestras de tejido -que
se especifican en el punto 3.2.10-, los siguientes reactivos en el orden que se indica:

- 1 ml de 4cido fosforico 1%, con el fin de detener la produccion de RL,

- 33 pl de butil hidroxitolueno -diluido al 0,01% en alcohol ‘;:tilico-, para impedir la

neoformacion de radicales, \
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- 0,6 ml de acido tiobarbitarico al 0,6% -diluido en agua destilada-, que reacciona con

el MDA dando una solucion coloreada.

El blanco se prepara de la misma manera, sustituyendo la muestra de tejido por 140 ul

de tampon fosfato,

A continuacion se ponen los tubos en un bafio de agua a 100°C con agitacién suave,
durante 45 minutos. Trascurrido el tiempo se observa una tonalidad rosada en las muestras. En

este momento las muestras se introducen en un bafio con agua fiia.

A continuacion las muestras se extraen del bafio y se afiade a cada tubo 1,4 m! de n-
butanol para disolver la fase orgéanica, se agitan, y se centrifugan a 4000 rpm durante 15 minutos
a una temperatura de 5°C. Se recoge la fase organica de cada una de las muestras y se mide por

espectrofotometria a 535 nm de longitud de onda.

- Preparacion de las muestras.

1

Se tomaron 50 mg de tejido por ml de tampén fosfato [:>H 7 y se tratd con
homogeneizador de vidrio, realizando la operacion en un bafio con hi¢lo. A continuacion se
deposito la muestra en un tubo de ensayo y se centrifugd durante 20 minutos a 5500 rpm a una
temperatura entre 0 y 5°C. Se tomaron 140 ul del sobrenadante y se dep;ositaron en un tubo de

ensayo.

i
i

El resto del procedimiento se realizo conjuntamente con la curva patron, como se

describe en el apartado 3.2.9.1. !

- Realizacion de los calculos. i

Cada una de las soluciones, bien sean las de Ia curva patron o las soluciones del tejido,

se midieron en el espectrofotometro a 535 nm de longitud de onda.

Efectuadas las lecturas de las disoluciones patron, se realizé la fecta de regresion para
el calculo de los parametros de la misma y se determiné el coeficiente de regresion R, que debera
ser mayor o igual a 0,95, lo que indica que el 95% de los puntos se encuentra dentro de la

correlacion lineal.

El resultado de las muestras, a fin de conocer la concentracion de MDA libre por gramo

de tejido se define por la formula:
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nM MDA/g de tejido= (DOs35- a)/b x nﬂ tampon fosfato/mg de Itejido x 1/0,14 x 1000
siendo: '
- b, la pendiente de la recta,
- a, la ordenada en el origen,
- DO, la absorbancia de cada una de las muestras, '
- ml de tampon fosfato/mg de tejido, son los 50 mg de tejido diluiﬁos en 1 ml de tampon
fosfato para homogeneizar la muestra, 1

- 0,14, los ml de muestra que se cogen,

- 1000 el factor de conversion de mg a g de tejido.

Por lo tanto la férmula desarrollada queda de la manera;

nM MDA/g de tejido= (DO - a)/b x 20/0,14. :

3.2.11. EXTRACCION DE SANGRE
3.2.11.1. Exanguinacion intracardiaca:

Se utilizo una aguja de 0,8 mm de diametro y 25 mm de longitud,: acoplada a una jeringa
de 10 cc. Dormido el animal, se coloca en decibito dorsal. Con los dedos indice y pulgar, a
través de la masa intercostal, se localiza el corazon percibiendo sus lati;dos. A nivel intercostal
derecho se introduce la aguja hasta el corazon, procediendo, con la jeringa acoplada, a la
exanguinacion total. Con esta técnica se obtienen de 8 a 10 cc de sang:re, que se depositan en
un tubo sin anticoagulante, pero con gel de silicona como separador mecanico. Este tubo se

centrifugé a 3000 r.p.m. durante 10 minutos, previa retraccion del codgulo.
|

Se recogieron muestras sanguineas de tres series:

- Serie 1. Serie Control. Toma de sangre tras las 9 semanas de observacion, coincidiendo

con su eutanasia.

- Serie I1. Sham operation. Tgual que para la serie L.
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- Serie XIV. 10 animales machos sometidos a 90 minutos: de isquemia y 30 de

reperfusion. Transcurrido este tiempo, se realizo una toma de muestra de sangre, antes de

1

realizar la necropsia.

3.2.11.2. Determinaciones bioquimicas séricas:
-aspartico transaminasa (AST o GOT),
- alanin transaminasa (ALT o GPT),
- gamma glutamil transpeptidasa (GGT),
- lactico deshidrogenasa (LDH),
- creatin fosfo kinasa (CPK). '

3.2.11.3. Determinacion de sustratos metabolicos:
- urea (UREA),
- creatinina (CREA).

3.2.11 .4, Determinacion de 1ones:
- sodio (Na"),

- potasio (K*).

3.2.12. METODOLOGIA ESTADISTICA.

En ¢l presente trabajo experimental se aplico el estudio estadistico de los resultados
segiin el modelo de investigacion cientifico en el que estuvieran encuadrados, siguiendo el disefio
de estudios cientificos elaborado por Doménech!'. A continuacion se describen cada uno de los

disefios estadisticos que aparecen en el presente trabajo:

- estudio de supervivencia -series de [ a VII-, en el que se registran datos para un
. - r . ! .
periodo de tiempo y, ademas, se incorpora el momento en el que se produce el evento -estudio

longitudinal prospectivo-,

|
- estudio de supervivencia -series de VIII a XI- con un trataniiento predeterminado -

. L . |
estudio longitudinal prospectivo-,
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|
- ensayo clinico -series de I a VII-, donde se estudian parémetrofs de determinaciones

fisiologicas -alimentacion, bebida y defecacion-, i
i

- ensayo de determinaciones séricas -bioquimicas de 9 metabolitos sanguineos-, llevado
a cabo en los animales de las series I, I1 y XIV. !

- Ensayo clinico -series XTI, XIIT y XIV-, para determinar las concentraciones de MDA

-estudio transversal-. .
i

El proceso estadistico difiere segin el tipo de estudio, tal como se detalian en los

siguientes apartados. |

3.2.12.1. Estudio de supervivencia.

A) Vanables:
- independiente: Diferentes tiempos de isquemia intestinal a los que se

somete a las diferentes series,

- dependiente: Diferentes tasas de mortalidad que se presentan con la

modificacion de los tiempos de isquemia.
B) Matriz de datos: ;

Los resultados de la supervivencia se exponen en tablas y comprenden los

estudios estadisticos siguientes:

|
- estudio de la %* de Pearson. Se obtienen los valores de la distribucion

Chi cuadrado, la p de Pearson y el grado de signijﬁcacién para un error

unilateral de p< 0,05,

- valoracion de la supervivencia -proporcion acumulada de supervivencia-
Se emplea método actuarial -o método de tlas tablas de vida-,
desarrollado por Berkson y Gage en 1950 y Cutlér y Ederer, en 1958 .
Consiste en agrupar el tiempo de participacion de cada sujeto en
intervalos de tiempo predeterminados -igual que el método de Kaplan-
Meier- y calcular las probabilidades de supervivencia estimando las

probabilidades condicionadas de supervivencia, correspondientes a cada

uno de los intervalos de tiempo,
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_ calculo de la funcion de riesgo, que describe la d;inémica del proceso y
representa la probabilidad condicionada por unidad de tiempo que tiene

un sujeto de fallecer durante la observacion.

3.2.12.2. Estudio de ensayos clinicos :

A) Variables:

- independiente: Diferentes tiempos de isquemia intestinal a los que se ha

sometido a las diferentes series.

- dependientes: Atendiendo a su clasificacion se dividen en:

- categoncas: !

I

presencia o ausencia de un determinadb caracter cualitativo,
presencia o ausencia de alteraciones macroscopicas y presencia
o ausencia de alteraciones microscopicas, asi como la cantidad de
individuos de cada categoria de estudio _niimero de animales que

beben, que comen o que realizan deposiciones tras la operacion-

- cuantitativas.- datos métricos.
3.2.12.3. Indices descriptivos para valoracion de variables
Para medir la distribucion de datos se utilizaron los siguien:tes indices estadisticos:
A) indices descriptivos, basados en momentos para variables cuantitativas:
- medidas basadas en momentos: }
- medidas de tendencia central - media aEritmética,

|
- medidas de dispersion.- desviacion estandar.- cuantifica la

variabilidad.

Ambas se expresaron como media aritmeética (desviacion estandar).
i
B) Medidas basadas en ordenaciones: :

- medida de tendencia central:

) I. )
- mediana.- como valor central de un conjunto de observaciones.
i
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- medidas de dispersion.- los percentiles 25 y 75 describen la

posicién de un sujeto dentro del grupo de referencia.

C) Medidas para descripcion de caracteres categoricos:

|
- razones y tasas.

3.2.12.4. Representaciones graficas.

A) Para variables categoricas se confeccionaron representaciones de diagrama

de barras, diagrama de barras apiladas y agrupadas. :

B) Para variables cuantitativas se eligio el diagrama de caja -boxplot-, para

medidas basadas en ordenaciones -analiticas y concentracion de MDA-, debido

a la capacidad que tienen para esquematizar distribuciones asimétricas que

difieren de una distribucion normal; y diagrama de barras y barras agrupadas para
|

las medidas basadas en momentos -evolucion del peso- |

3.2.12.5. Técnicas estadisticas para comparacion de variables.

Para la comparacién estadistica de variables, se adoptaron los métodos propuestos por
Fisher en que se establece como minimo intervalo de confianza (IC) el 95%, despreciando el
2,5% de cada una de las dos colas -5% total- de las distribuciones muestrales. Segin esto para

los test estadisticos de variables, se ha utilizado como grado de significacion estadistica un valor

de p<0,05 !

!
i

Para la comparacion entre las variables independiente -tiémpo- y las variables
|

dependientes, atendiendo a la naturaleza de las Gitimas, se dispuso el siguiente procedimiento:
A) Variables cuantitativas:
- Exploracion de datos y deteccion de anomalias. Condiciones previas:

- bondad de ajuste a una distribucion normal, mediante el

cumplimiento del test de normalidad de Shapiro-Wilks,

- verificacion de igualdad de variancias entre los resultados de

cada categoria a través del test de Levene.

- Pruebas de independencia.
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- Comparacion de 2 medias: :
t

- t de Student Fischer.- cuando ambas muestras no
contradicen el supuesto de nomaﬁdad, obtenido mediante

el test de Shapiro-Wilks,

- U de Mann Whitney.- cuando algl:ma muestra vulnera el

supuesto de normalidad. ;

- Comparacion entre una variable dependiente con otra

independiente con varias categorias: '

- analisis de la varancia (ANQVA); calculo de la
intensidad de la relacion dependiente mediante el
coeficiente 1°, cuando no se Vlflnera el supuesto de
normalidad, ni el de homogeneidad de las variancias en
los datos de las vaniables, obtenido a través del test de
Shapiro-Wilks;, y contrastes nfletiples a posteriori

mediante el procedimiento de Bonferroni,

- test de Kruskal Wallis, cuando sfe vulnera, en cualquier
categoria, el supuesto de normalidad o el de
homogeneidad de las variancias del ;test de Shapiro-Wilks,
y contrastes multiples a po.isteriori mediante el
procedimiento de Bonferroni.

i

B) Varnables categoricas.

Se realizo el test de ” de Pearson para la comparacion de; las razones obtenidas.
i

|
Se tomaron como valores significativos aquellos cuyo valor fue p<0,05.

|

3.3. CARACTERISTICAS DE LOS ANIMALES.

3.3.1. ESPECIE Y NUMERO DE ANIMALES UTILIZADOS.
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Se utilizaron 210 ratas de la especie Rattus norvegicus, variedad "Wistar", de los cuales
120 eran machos y eran 90 hembras.

|
|
|
|
'

3.3.2. PROCEDENCIA.

Los animales procedieron del animalario del Servicio de Medicina y Cirugia Experimental

del Hospital Militar Central "Gomez Ulla", de Madrid. !

3.3.3. PESO Y EDAD.

Los animales utilizados presentaron un peso homogéneo comprendido entre 240 y 300

g y una edad de entre 9 y 12 semanas. i

3.3.4. CONDICIONES DE VIDA.

3.3.4.1. Habitat.
Los animales permanecieron en jaulas de Macrolon de 35 cm (ie ancho por 60 cm de

largo y 20 cm de alto, con base de sepiolita en granulos absorbentes. El m;imero de animales por

jaula fue cinco, segin la normativa vigente de la Unidn Europea, sobre alojamiento y cuidados

de los animales destinados a experimentacion -86/609/CEE-""". '

Tras la intervencion quiritrgica los animales permanecieron em jaulas individuales de

macrolon durante las 72 horas siguientes cuyas dimensiones eran de 23:x 23 x 15 cm.

Las condiciones del bioterio fueron homogéneas, a temperatura constante de 22° a 24°

C, y fotoperiodo de 12 horas.
3.3.4.2. Alimentacion.

Los animales disponian de comida y bebida diaria ad libifum. La comida fue administrada
en pellets, elaborados por piensos Moragon Ref. AC-10. I

» Constituyentes analiticos y porcentaje de aditivos del pienso administrado:
|

- proteinabruta...................... 2240 % E

~-celulosabruta......................... 3.70%
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- grasas brutas...................... 4,00 %

- cenizas brutas ........................ 6.20 % i
—calcio 1.10% I
~fOSfOro ..o 0.75%
= 80010 oo 0.16 % !
- vitamina A UL/Kg................... 15000 |
- vitamina D, UL/Kg.................. 2500 .

- vitamina E (o-tocoferol) p.p.m. ... 100
- sulfato de cobre p.p.m. ................ 20.

« Ingredientes: Cereales, extractos de proteinas vegetales, subproductos de origen
vegetal, carnes y subproductos animales, aceites y gasas, sustancias minerales vy

butithidroxianisol etoxiquin. !
|
3.3.4.3. Cuidados.

Durante la experiencia se cuidd especialmente ¢l mantenimiento en las mismas
i

condiciones de fotoperiodo y temperatura, disponiendo de alimentacion y bebida a voluntad, y
1

de limpieza diaria de las jaulas.

3.4. SERIES DE ANIMALES UTILIZADOS E IDENTIFICACI()N.

3.4.1. SERIES.

Se construyeron 14 series experimentales formadas por:

« SERIE I. Serie control.- Formada por 10 machos y 10 hembras. No fueron sometidos
a intervencion quirurgica y sirvieron de control para comparar los resultados de observacion

entre los individuos intervenidos y los no intervenidos quirargicamenteidurante 9 semanas.

« SERIE I1, Serie Sham operation.- . Formada por 20 animales, 10 de cada sexo. Se les
someti¢ a laparotomia media abdominal y diseccion de la AMC, dejando la cavidad abdominal

abierta durante 180 minutos,procediendo a continuacion a su cierre. Al igual que la serie I se
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utilizo como control. l

+ SERIE IIL- Serie de isquemia de la AMC durante 15 minutos. Integrada por 20
animales, 10 machos y 10 hembras. Se les someti¢ a intervencidén quirurgica segun el
procedimiento general sefialado en el apartado 3.2.3. y se les pinzo la AMC durante 15 minutos.

Se hizo control de parametros durante las 9 semanas de observacion.

» SERIE 1V.- Serie de isquemia de la AMC durante 30 minutos. Formada por 20

|
animales, 10 de cada sexo. Intervenidos segun el método general -apartado 3.2.3.-
realizandoseles el pinzamicnto de la AMC durante 30 minutos. Se controlaron los parametros

durante las 9 semanas de observacion. |

» SERIE V.- Serie de isquemia de la AMC durante 60 miniutos. Formada por 20
animales, 10 de cada sexo. Intervenidos siguiendo el método gene}al del apartado 3.2.3.
realizandoseles el pinzamiento de la AMC durante 60 minutos. Se le;s realizo control de los

parametros durante las 9 semanas de observacion. !

i
» SERIE VI- Serie de isquemia de la AMC durante 120 minutos. Formada por 20
animales, 10 de cada sexo. Intervenidos de acuerdo con el método general 3.2.3.
practicandoseles el pinzamiento de la AMC durante 120 minutos. Se pr?cticé un control de los

parametros durante las 9 semanas de observacién.

1
« SERIE VII - Serie de isquemia de la AMC durante 180 minutos. Formada por 20
animales, 10 de cada sexo. Fueron intervenidos segun el método general sefialado en el apartado
3.2.3. realizandoseles el pinzamiento de la AMC durante 180 minutos. Se efectud el control de

parametros durante las 9 semanas de observacion.

« SERIE VIII- Formada por 10 animales machos, utilizados;como controles para el

tratamiento con SOD. Se les sometié a 90 minutos de IMA, y se realizo un tratamiento con
. 1

solucion salina como solucién placebo, segun se describe en el apartado 3.2.8. de la

metodologia. i

|
« SERIE IX.- Formada por 10 animales hembras utilizados como controles para el

tratamiento con SOD. Se les sometié a 60 minutos de IMA segiin el apax?'tado 3.2.3. del método,

y un tratamiento a base de solucion salina en relacién con el punto 3.2.8. del método.

o SERIE X.- Formada por 10 animales. Se les sometié a 90 Eminutos de IMA por el
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procedimiento general descrito en el apartado 3.2.3., y fueron tratados coil SOD segun se dice

en el apartado 3.2.8. de la metodologia. i

« SERIE X1.- Formada por 10 animales hembras. Se les sometio 60 minutos de IMA por

el procedimiento general descrito en el apartado 3.2.3.,y fueron tratadafs con SOD segin se

describe en el apartado 3.2.8. de la metodologia.

» SERIE XII.- Formada por 10 animales machos a los que no se les sometié a IMA. Se
|
tomaron muestras del yeyuno segin se describe en el apartado 3.2.10. y sirvié como control

para comparar los niveles de MDA libres en intestino.

« SERIE XIII.- Formada por 10 animales machos sometidos a isquemia intestinal durante
90 minutos segiin metodologia del apartado 3.2.3. y 30 minutos de reperﬁisién. Estos animales
fueron tratados con SOD, segimn el apartado 3.2.8. de la metodologia y se tomaron muestras del
yeyuno segin el apartado 3.2.10. '

« SERIE X1V - Formada por 10 individuos machos a los que se les someti6 a 90 minutos
de isquemia segiin metodologia del apartado 3.2.3 y 30 minutos de repci:rfusién. Antes de ser
sacrificados se les practicé puncion cardiaca para toma de muestras de sangre segun apartado
3.2.11. Seguidamente se tomaron muestras del yeyuno segin el apairtado 3.2.8, para la

determinacion de MDA en intestino. i

3.4.2. IDENTIFICACION DE L.OS INDIVIDUOS Y DE LAS SERIES

Las diferentes series fueron separadas en jaulas y estantes debidam;ente identificadas con
etiquetas . ;
!

Cada jaula fue ocupada por animales de la misma serie y del nﬁs}no sexo. Cada animal

fue identificado mediante la colocacion subcutanea de chip electronico a la altura del cuello.
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