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4. RESULTADOS

4. RESULTADOS

4.1. ESTUDIO GENERAL DE LA SUPERVIVENCIA

El estudio de supervivencia se realiz6 con los resultados obtenidos de las series I -
Control-, 11 -Sham operation-, 11l -15 minutos de IMA-, IV -30 minutos de IMA-, V -60
minutos de IMA-, VI -120 minutos de IMA- y VII -180 minutos de IMA-.

A) Matriz de datos.

Los resultados de la supervivencia durante los 63 dias de observacion, contados desde
el momento de la reperfusion, se recogen en la tabla 2. Se observa que los mayores indices de
mortalidad se manifiestan entre el momento de la reperfusion y las 60f horas posteriores. El
numero de animales supervivientes en las series [, 1T y III fue de 20, durante las 9 semanas de
la experiencia. En las restantes series se comprueba un aumento progresivo de la mortalidad al
aumentar el tiempo de isquemia, mas pronunciado en las series V1'y VIL En esta dltima serie
tan solo dos animales sobrevivieron a las dos primeras horas de observécién, alcanzandose la
mortalidad del 100% de los individuos antes de las primeras 12 horas posteriores a la

reperfusion.

I.a mortalidad nula de la serie II es un resultado significativo, que indica que la
mortalidad depende tinicamente del proceso de /R, y se elimina la posibilidad de fallecimiento
* por causa de la intervencion quirdrgica. El umbral de mortalidad se situd entre los 15 y los 30
minutos de isquemia -tiempos de isquemia de las series [T y TV respectivamente-. La mortalidad

del 100% se produjo con 180 minutos de isquemia, -serie VII-.
B) Calculo estadistico y resultados.

El estudio estadistico de los resultados de los individuos supervivientes, se realizd
mediante el estimador estadistico %> de Pearson, enfrentando serie a serie los valores de la
supervivencia final de cada una. Se tomaron como resultados signiﬁcativ;os los valores con una
p<0,05. En la tabla 3 se refleja el valor de la p y la significacion estadistica para cada una de las
series comparadas. Al comparar la serie VII con las restantes existen grados de significacion

muy altos, siendo el valor de p mucho mas bajo que el error ¢<0,05.
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TIEMPO

NUMERO DE ANIMALES SUPERVIVIENTES EN LAS SERIES L, I1, 111, IV,

V,VIY VIL
HORAS DiAS I I1 I 4% A% \% | A1l
2 0,083 20 20 20 19 17 16 2
12 0,5 20 20 20 18 14 13 0
24 1 20 20 20 18 14 13 0
36 1,5 20 20 20 18 14 12 0
48 2 20 20 20 18 14 12 0
60 2,5 20 20 20 17 14 10 0
72 3 20 20 20 17 14 10 0
7 20 20 20 17 14 10 0
14 20 20 20 17 14 10 0
21 20 20 20 17 14 10 0
28 20 20 20 17 14 10 0
31 20 20 20 17 14 9 0
35 20 20 20 17 14 9 0
42 20 20 20 17 14 9 0
497 7 20 20 20 07 17T 14 9 0
56 20 20 20 17 14 9 0
53 2() 20 20 i7 14 g 0

Tabla 2.- Animales supervivientes a lo largo del tiempo de observacion, para cada una de las series.
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4. RESULTADOS

También aparecieron diferencias significativas al comparar dos a dos las series I11-V, I1I-
V, II-VL, TII-VL, IV-V1 y V-VI, demostrando las diferencias de mortalidad existentes segun los
diferentes tiempos de isquemia. El grado de significacion estadistica entre las series fue tanto

mayor cuanto mayores eran las diferencias de los tiempos de isquemia.

ESTUDIO COMPARATIVO, TABLAS 2x2, ENTRE SERIES MEDIANTE EL TEST
x? DE PEARSON

SERIES ¥ DE GRADOS DE p ' SIGNIFICACION
PEARSON  LIBERTAD ' ESTADISTICA

-m 0 1 i : NS
I-1V; LIV 3,24 i 0,0718 NS
11-V; -V 7,04 1 0,0079 S
11-VI; TI-VI 15,16 I 0,00009 . S
-VIT; II-VII 40 1 2,5x10710 S
\AY 1,29 1 02549 - NS
1V-VI 7,02 1 0,0080 S
IV-VII 34 1 5,5x10° S
V-VI 2,20 1 01380 NS
V-vII 28 1 12x107 S
VI-VII 18 i 0,00002 - S

Tabla 3.- Estudio estadistico de la supervivencia mediante el test de x° de Pearson y su
correspondiente grado de significacion estadistica; S significativo y NS no significativo.

La tabla 4 recoge los datos del método actuarial y del calculo de la tasa de riesgo, para
cada serie, pudiéndose comprobar como la probabilidad de muerte esta directamente relacionada
con el tiempo de isquemia. La tasa de riesgo define la probabilidad que' tiene un animal, que se

encuentra ubicado en una serie determinada, de morir, para un intervalo de tiempo cualquiera.

-73-



_4. RESULTADOS

SERIES INTERVALOS  SUPERVIVENCIA - FUNCION DE
Dias ACUMULADA | RIESGO
I 0-63 1 0
I 0-63 1 | 0
m 0-63 1 ? 0
v 0-1 0,9 f 0,1053
1-2 0,9 0
2-3 0,85 0,0571
' 3.63 0,85 0
\% 0-1 0,7 : 0,3529
1-63 0,7 0
VI 0-1 0,65 ; 0,4242
1-2 0,6 | 0,08
2-3 0,5 0,1818
3-31 0,5 0
31-32 0,45 | 0,1053
32-63 0,45 : 0
Vil 0-63 0 | 1

Tabla 4.- Tasas de supervivencia y de riesgos obtenidos mediarite el método actuanal.

En las series de IV, V, VIy VII la funcion de riesgo esta elevada en los primeros dias
después de la intervencion y, posteriormente, disminuye en dias sucesivos, salvo en el caso de
la serie VII, donde la funcion de riesgo es 1 en el primer dia, siendo 0 el valor de la
supervivencia acumulada. La probabilidad de que un animal sometido la 180 minutos de IMA
sobreviva, es nula. Por otro lado, éualquier animal encuadrado en las seﬁes I, II y 1[I, tiene una
probabilidad 1 de sobrevivir -probabilidad absoluta-, haciéndose nulo el valor de la funcion de

riesgo. |
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Cuando se observan los intervalos de tiempo, se puede comprobaf como la mortalidad,
en cualquiera de las series, se concentra en un periodo de tiempo relativaménte corto en relacion
con el tiempo de observacion global del experimento -tabla 2-. El intervailo critico en el que se
concentra la mortalidad abarca, desde ¢l momento del pinzamiento:de la arteria, hasta,
aproximadamente, las 60 horas posteriores a la reperfusion. En esta corta fase, en relacion con
el tiempo total de observacion, acontece el 97,5% de los fallecimientos, haciéndose nulo el

riesgo de mortalidad tras sobrepasar la “barrera critica” de las 60 horas ~tabla 2-.

C) Representacion grafica.

t

En las figuras 6 y 7 se representan la evolucién de las tasas de supe%rvivencia, expresadas
en tantos por uno, para los diferentes tiempos de observacion y para cada una de las series
experimentales. No se representan las frecuencias de la serie I -control- ni de la serie II, -Sham
operation- por ser la tasa de supervivencia de 1 en ambos casos, cOmo aparece en la tabla 1.

Estos resultados se superponen con los de la serie III, 15 minutos de IMA.

El tiempo O corresponde al momento en que comienza la reperfusién, y los restantes
corresponden a tiempos de observacion. La tasa de supervivencia del vaior absoluto 1, para el
tiempo 0, representa la supervivencia total de los individuos a consecuencia de la isquemia aguda
de la arteria mesentérica. En las series VI y VII, segun se indica en la figura 6, no todos los
animales sobrevivieron al cuadro de isquemia, correspondiendo esta mortalidad, durante el
cuadro isquémico, al 15% y al 75% respectivamente, por lo tanto la tasa de supervivencia en el

momento de la reperfusion -tiempo 0- aparece situada por debajo del valor 1.

La figura 6 muestra las curvas de supervivencia de cada serie, para los 63 dias de
observacion, comprobandose como en todas ellas, la mortalidad se concentra en la primera

semana, a excepcion de la serie VI, en la que se produce la muerte de un individuo en el dia 31,

suceso estadisticamente no significativo.

En la figura 7, se presenta la supervivencia para las cinco series experimentales con
oclusion arterial, durante las 72 horas posteriores al momento de la reperfusion. Se exponen los
resultados de mortalidad en intervalos de 12 horas, pudiéndose observar un descenso agudo de
la tasa de supervivencia en las primeras 12 horas, y luego un descenso moderado en los

siguientes intervalos, hasta estacionarse a partir de las 60 horas.
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Figura 6.- Representacién de la curva de supervivencia en las diferentes series
experimentales tras 63 dias de observacion.

|

Se observa que el espacio de tiempo en el que se concentra la moitalidad comprende las
primeras 60 horas después de la reperfusion, siendo similar en todas las series,
independientemente del tiempo de isquemia. Durante este periodo critico se acumula el mayor
riesgo de mortalidad, pasado el cual, la supervivencia se mantiene hasta el final del periodo de

observacion de 9 semanas, con independencia del tiempo de isquemia. -

- Las graficas de las figuras 6 y 7 evidencian que los mayores tiempos de isquemia afectan
de manera directa a la supervivencia, apareciendo animales que no ‘sobreviven al periodo
isquémico y que fallecen antes de la reentrada de oxigeno. La revasculaxi'izaci(’)n puede suponer
un “trauma” importante, tras los tiempos medios de isquemia, para la supervivencia, puesto que

un gran porcentaje de animales fallece tras la reperfusion.

Fl 45% de la mortalidad total, con independencia del tiempo de pinzamiento arterial, se
produjo antes de la reperfusion; el 42,5% en las primeras 12 horas tras la revascularizacion, y
el 12,5% restante después de este tiempo. De este 12,5% de animales que@fallecen en ¢l intervalo
que abarca desde las 12 horas posteriores a la reperfusion hasta el final del periodo de
observacion -9 semanas-, €l 10 % mueren entre las 12 y las 60 horas dé la repermeabilizacion,
y tan s6lo el 2,5% de los individuos muere tras la “barrera critica” de las 60 horas. Para el caso

de la serie VI, el 27,3% de los animales muertos fallecen antes de cumplir la totalidad del
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periodo isquémico; el 36,4% fallece antes de las 12 horas de la reperﬁ;si(')nj y otro 36,4 % fallece
entre las 12 horas y las 9 semanas de observacion. De este 36,4%, el 27,3% muere antes de las
60 horas y el 9,1% entre las 60 horas de la reperfusion y el final de la observacion. En cambio,
en la serie V11, los resultados aparecen mas agrupados en torno al momento de la reperfusion.
El 75% de los animales fallece antes de la retirada del clamp y sdlo unl 25% sobrevive a este

hecho y fallece antes de las 12 horas de la reperfusion.
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Figura 7.-Curva de supervivencia en las diferentes series experimentales durante las
primeras 72 horas de observacion.

4.2. SUPERVIVENCIA SEGUN EL PESO.

Después del estudio general de la supervivencia se procedié al tratamiento estadistico
comparativo entre individuos de las mismas series, dividiéndolos en dos grupos segun el peso;
uno estuvo formado por animales con peso comprendido entre 240 gy 270 g y el otro estuvo

compuesto por los animales cuyos pesos estaban situados entre 271 gy 300 g.

Se realizo el estudio de supervivencia de ambos grupos por separado, utilizando el
método actuarial para la obtencion de tasas de riesgo y determinando la variable categorica

mediante el test de x> con el fin de obtener el grado de significacion estadistica.

_77-



' 4. RESULTADOS

En la tabla 5 se exponen los resultados del método actuarial, en la que se observa cémo
los animales del primer grupo -animales de peso comprendido entre 240 y 270 g -presentan una
funcion de riesgo ligeramente inferior a los animales de peso mas elevado -animales de peso
comprendido entre 271 y 300 g-. Se comprueba asi que la frecuencia acur:nula,da mas alta al final
de las 9 semanas es mayor en los animales de menor peso, aunque anicamente en las series TV

y V, manteniéndose igual en las restantes.

Para comprobar el grado de significacion estadistica, se describen en la tabla 6 los
resultados del test de % donde se observa que los valores de la p son no significativos para todas

las series.

De los resultados estadisticos se deduce que no hay diferencia significativa en la tasa de
mortalidad entre los individuos de menor peso y los de mayor peso dentro de cada serie
experimental en el rango de pesos utilizados. Las funciones de riesgo presentan leves diferencias,
debidas a la evolucion normal del proceso, no pudiendo comprobarse en ningiin momento la
hipétesis alternativa: la diferencia de pesos entre los animales de la misma serie, mfluye en la tasa

de mortalidad.

En la figura 8 se representan los porcentajes de mortalidad para las series intervenidas

quirirgicamente.
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SERIES PESOS N INTERVALOS SUPERVIVENCIA FUNCION DE
Semanas ACUMULADA RIESGO

I <270 10 0-9 1 0
>270 10 0-9 1 0
H < 270 12 0-9 i 0
>270 7 0-9 1 ; 0
I < 270 14 0-9 1 0
>270 6 0-9 1 0

IV <270 15 0-1 0,867 | 0,142
1-9 0,867 0

>270 5 0-1 0,8 0,222
1-9 038 0

A\ <270 12 0-1 0,75 0,285
1-9 0,75 0

>270 8 0-1 0,625 0,461
1-9 0,625 0

VI <270 12 0-1 0,5 0,667
1-9 0,5 0

>270 8 0-1 0,5 0,666
1-9 0,5 0
VIl <270 15 1-9 0 1
>270 5 -9 0 1

Tabla 5.- Resultados del método actuarial para la supervivencia entre el intervalo de
animales con peso < 270 g. y el intervalo de animales con peso >270 g. para cada serie.
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SERIES v>DE PEARSON  GRADOS DE P SIGNIFICACION
LIBERTAD ESTADISTICA
I 0 1 1 NS
1 0 1 1 NS
11 0 1 1 NS
v 0,13 1 0.7 NS
\% 0,01 1 0,92 NS
\Y%| 0,21 1 0,64 NS
vl 0 1 1 NS

Tabla 6.- Comparacion estadistica mediante el test de x° de los animales de menor peso
-intervalo entre 240 y 270 g de peso- y los animales de mayor peso -271 y 300 g-. (NS= No
significativo).
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Figura 8.- Representacion mediante diagrama de barras de los porcentajes
de supervivencia de cada grupo de intervalo de peso, dentro de cada serie
experimental.
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4.3. SUPERVIVENCIA SEGUN EL SEXO.

En animales pertenecientes a la misma serie experimental, -con peso encuadrado entre
los margenes establecidos, de iguales camadas y sometidos a idénticas formas de intervencion,
postpinzamiento y observacion-, se hallaron diferentes grados de supervivencia seglin el sexo.
Las pautas generales de supervivencia se mantuvieron constantes, con relacion directa entre la
mortalidad y la duracién de la isquemia, pero en las ratas macho, la mortalidad fue

considerablemente menor que en las hembras.
A) Matriz de datos.

En la tabla 7 se recogen los resultados de supervivencia para cada $erie y sexo. El umbral
de mortalidad para las hembras se situa entre las series Il y 1V, entre 15 y 30 minutos de
isquemia; en los machos se da en la serie V, 60 minutos de isquemia. La letalidad del 50% se
aprecia en las hembras pertenecientes a la serie V, sometidas a 60 minutos de IMA, mientras
que, en los machos, para obtener la letalidad media, hay que superar los 120 minutos de
isquemia, serie VL. En la serie VII, tras 180 minutos de isquemia iritestinal, la mortalidad

alcanza el 100% en ambos sexos.
B) Calculos estadisticos y resultados.

Al igual que el estudio general de supervivencia, el estudio estadistico se realizd
aplicando el test de * de Pearson, toméndose como grado de significacion estadistica los
valores de p<0,05. Para ello se compararon, los individuos supervivientés de cada sexo, al final
del tiempo de observacion -9 semanas-, pertenecientes a la misma serie experimental. Los
resultados se reflejan en la tabla 8. Se observa que las diferencias de mortalidad son significativas
en los animales de las series IV, V y VI, en las que se concentran las mayores probabilidades de
respuesta de los organismos siendo no significativas en el resto. En las series L, II y III, sin
tiempo de oclusion en las dos primeras y muy pequefio para la serie I11, la letalidad es nula. En
la serie VII, la letalidad es del 100% con independencia del sexo, dependiendo Gnicamente del
maximo tiempo de isquemia, 180 minutos. En las series IV, V'y VI, sometidas a tiempos de
isquemia comprendidos entre el umbral de mortalidad y la letalidad 100%, se manifiesta una

diferencia significativa de mortalidad entre machos y hembras. -
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NUMERO DE ANIMALES SUPERVIVIENTES SEGUN EL SEXO EN LAS SERIES EXPERIMENTALES

TIEMPO SERIE 1 SERIE II SERIE I1I SERIE IV SERIE V SERIE VI SERIE VII

DiAS J 9 y 9 & g ) ¢ g 9 g 9 g 9
0.5 10 10 10 10 10 10 10 9 10 7 8 5 2 0
1 10 10 10 10 10 10 10 8 9 5 8 5 0 0
1,5 10 10 10 10 10 10 10 8 9 5 8 4 0 0
2 10 10 10 10 10 10 10 8 9 5 8 4 0 0
2,5 10 10 10 10 10 10 10 7 9 5 8 2 0 0
3 10 10 10 10 10 10 10 7 9 5 8 2 0 0
3,5 10 10 10 10 10 10 10 7 9 5 8 2 0 0
4 10 10 10 10 10 10 10 7 9 5 8 2 0 0

7 10 10 10 10 10 10 10 7 9 5 8 2 0 0
14 10 10 10 10 10 10 10 7 9 5 8 2 0 0
28 10 10 10 10 10 10 10 7 9 5 8 2 0 0
35 10 10 10 10 10 10 10 7 9 5 7 2 0 0
63 10 10 10 10 10 10 10 7 9 5 7 2 0 0

Tabla 7.- Representacion del nimero de animales supervivientes para cada serie y género, durante los 63 dias posteriores a la

intervencion.
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SERIES x* DE PEARSON  GRADOS DE p . SIGNIFICACION
LIBERTAD ' ESTADISTICA
I 0 1 P NS
1| 0 1 (I NS
111 0 1 1. NS
1\% 4,058 1 0,043 : S
% 3,809 1 0,05 S
VI 72 1 0,0073 S
il 0 1 1 NS

Tabla 8 .- Estudio estadistico de la supervivencia mediante el test de ) de Pearson, para
machos y hembras de cada serie experimental y su correspondiente grado de significacion
estadistica. (NS= No Significativo, S=Significativo). '

En la tabla 9 se recogen los resultados de las tasas de riesgo de cada sexo obtenidas por

el método actuarial en las diferentes series experimentales.

En las series I, II y III, al no haber mortalidad en los 63 dias, independientemente del
sexo, coinciden la funcién de riesgo y la de supervivencia acumulada. En la serie 1V, la
supervivencia acumulada en machos se mantiene constante al no haber ninguna muerte; en
cambio, en las hembras disminuye progresivamente hasta las 60 horas, para estabilizarse a partir
de dicho tiempo hasta el fin de la observacion. Por tanto, la probabilidad de que un animal
macho muera después de 30 minutos de isquemia es nula, mientras. que en el caso de las
hembras, hay una probabilidad variable de que mueran, dependiendo del periodo de observacion.
La funcion de riesgo se detiene bruscamente al atravesar la barrera hipotética de 60 horas hasta

el fin de la experiencia.

En la serie V, de 60 minutos de isquemia, la funcién de riesgo esta mucho mas elevada
en las hembras, con una probabilidad superior al 50% de fallecer en las primeras 24 horas,
mientras que en el caso de los machos la probabilidad de muerte para el mismo periodo es tan
solo del 10%. A partir de 60 horas de observacion, la funcién de riésgo se iguala en ambos

sexos, conservandose hasta el final de la experiencia.
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SERIES INTERVALOS SUPERVIVENCIA FUNCION DE

DiAS ACUMULADA . RIESGO
g 4 & 9
I 0-63 1 1 0 0
I 0-63 1 1 0 0
1l 0-63 1 1 0 0
v 0-0.5 1 0.9 o 0,105
0,5-1 1 0,8 F 0 0,117
1-2,5 1 0,7 0 0,133
2,5-63 1 0,7 0 0
\ 0-0,5 1 0,7 0 0,353
0,5-1 0,9 0,5 0,108 0,333
1-63 0,9 0,5 0 0
VI 0-0,5 0,8 0,5 0,222 0,667
0,5-1,5 0.8 04 0 0,222
1,5-2,5 0,8 0,2 .0 0,667
2,5-31 0,8 0,2 0 0
3132 0,7 0,2 0,105 0
32-63 0,7 0,2 0 0
viI 0-0,5 0,2 0 0,8 1
0,5-1 0 ; 1 _
1-63 - ] - ]

Tabla 9.- Tasas de supervivencia y de riesgos obtenidos mediante el método actuarial,
segun el sexo de los animales.

En la serie VI, la funcion de riesgo estd muy aumentada en las hembras, especialmente
en las primeras 12 horas, alcanzando un 50% de mortalidad. Entre 12 y'60 horas se produce un

30% de mortalidad. A partir de este momento y hasta el fin de la experiencia, la mortalidad se
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hace nula, manteniéndose, al final, una tasa de supervivencia del 20%. En cambio, en los
machos, con una supervivencia acumulada del 70% al fin de la experiencjia, la funcion de riesgo
se limita a las primeras 12 horas de la reperfusion, con un 20% de‘mortalidad, siendo no
significativa la muerte que se produce a los 31 dias. En la serie VII, desﬁués de 180 minutos de
isquemia, la tasa de supervivencia acumulada es O para las hembras, antes de las 12 primeras
horas de la reperfusion; este valor se alcanza en machos en el periodo ent;re las 12 y las 24 horas
posteriores a la reperfusién. Las hembras, tras las 12 primeras horas, desaparece la supervivencia
acumulada y la funcion de riesgo puesto que no queda ningun representante. En los machos lo

mismo ocurre en el tiempo comprendido intervalo comprendido entre el dia 1 y los 63 dias.

Se observa que la mortalidad se acumula en las primeras horas después de la isquemia,

independientemente del sexo, del peso y del tiempo de isquemia.

C) Representacion grafica.

En la figura 9 se representan, en diagrama de barras, las diferentes tasas de
supervivencia para cada sexo y serie. La supervivencia disminuye a medida que aumenta el
tiempo de isquemia, independientemente del sexo, pero esta disminucion es mas constante en
hembras, con un ritmo lineal, hasta alcanzar la tasa de letalidad 100; en cambio en los machos,
esta recta de correlacion que une los extremos de supervivencia dismifluye con una pendiente
muy poco pronunciada al principio, para aumentar bruscamente en el intervalo de entre 120 y
180 minutos de isquemia, series VI 'y VII, siguiendo una curva exponenci:al. La tasa de letalidad
0 para hembras se sitda en 15 minutos de isquemia -serie II-; en tanto que, para los machos,
aumenta hasta los 60 minutos de isquemia -serie V-, demostrando su mayor resistencia a la

isquemia intestinal.
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Figura 9.- Representacion mediante diagrama de
barras de la tasa de supervivencia para ambos sexos, en
cada una de las series experimentales.

4.4. DESPERTAR DEL ESTADO ANESTESICO.

Finalizada la intervencion quirtrgica, los animales fueron observados en jaulas
individuales. El despertar del estado anestésico se controlé durante las 3 horas primeras horas

del postoperatorio.

Como se expone en el apartado 3.2.5.1., se considero que el animal salia del estado
anestésico, cuando iniciaba movimientos voluntarios y respondia a estimulos acusticos y

nociceptivos.

Se realizo la observacion en los animales de las series del estudio general de
supervivencia -series II, I, IV, V, VI y VII-y se considero un estudio separado por sexos de

dichas series.

4.4.1. SEGUN SERIES DE LA POBLACION.
A) Resultados.
Los resultados se exponen en la tabla 10 en la que se recoge, en filas, la serie a la que

pertenecian los animales y en columnas, el tiempo en minutos, que los animales tardaron en
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abandonar el estado anestésico después de la operacion, representado en forma de media
aritmética (desviacion estandar), el intervalo de confianza en el que se situa dicha media y el
porcentaje de casos perdidos, que corresponde al namero de animales que fallecieron después

de la intervencion sin haber salido del estado anestésico.
B) Inferencia estadistica.

En la tabla 10 se aprecia como en la serie 11, Sham operation, el tiempo medio que los
animales tardaron en salir del estado anestésico, es considerablemente menor al del resto de las

series experimentales.

Para el estudio comparativo entre las series se realizo el analisis de la varianciaa, en el
que se obtiene una F de Snedecor de 0,0592, mostrando una diferencia no significativa de los

resultados.

Ei test de Bonferroni no mostré dos grupos con diferencias significativas para una

p=<0,05.

SERIES % CASOS PERDIDOS  MEDIA (DE) IC (95%) para la %

II 0% 59,55 (46,88) . 37,61-81,50
I 0% 102,50 (48,12) . 79,08-125,02
\Y 10% 68,50 (33,93) 51,63-85,37
\Y 25% 83,07 (59,89) | 49,90-116,23
\% 20% 97,56 (52,77) 69,44-125,68
VII 90% 71,50 (19,09) 0-243,04

Tabla 10.- Tiempo medio (desviacion estandar) e intervalo de confianza, medido en
minutos, que tardan los animales de las diferentes series experimentales en salir del estado
anestésico.

Si se observan los tiempos medios de cada una de las series y el porcentaje de casos
perdidos, se comprueba como, el factor principal para que estas diferencias no resulten
significativas, es el nimero de individuos que participan en cada serie, el cual se reduce de

manera progresiva ¢ irregular siendo muy considerable en el caso de la serie VIL. A medida que
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se reduce el nimero de casos validos, la media se ajusta menos a la realidad y el intervalo de
confianza se ensancha. En la serie VII, en ninglin caso se cumple una distribucion normal , y no
se puede confirmar que un sujeto sometido a 180 minutos de isquemia, tarde en salir del estado
anestésico desde el momento en el que termina la intervencion y los 243 minutos siguientes,

puesto que el namero de casos perdidos alcanza el 90%.
C) Representacion grafica.-

En la figura 10 se representa mediante grafico de barras, los tiempos medios que
tardaron los animales de las diferentes series en abandonar el estado anestésico, asi como su
correspondiente desviacion estandar. La serie I, al no haber sido intervenida quirargicamente,
no figura en el grafico. Segtin los resultados ofrecidos en el grafico, no existe una pauta clara
que determine una modificacion del tiempo de salida de la anestesia, puesto que cada serie sigue
un patrén diferente. El tnico hecho manifiesto es que los animales de la serie 11, Sham
operation, fueron los primeros en salir del estado anestésico con respecto a las series isquémicas

1L, 1L, IV, V, VI y VIL

» 200

§ 150 T

t [

7 i ,

g 5:A [ | L | l 1 l l l I

] i v v Vi Vil
SERIES EXPERIMENTALES

Figura 10.- Representacion de los valores medios del tiempo de
despertar anestésico con sus correspondientes desviaciones estandar.
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4.4.2. DESPERTAR ANESTESICO EN FUNCION DEL SEXO.
A) Resultados.

En la tabla 11 sc refleja, para cada sexo, en filas, la serie de perte;nencia de los animales
y, en columnas, el tiempo en minutos en que estos abandonan el estado anestésico, representado
en forma de media aritmética (desviacion estandar), el intervalo de conﬁianza en ¢l que se sitia
dicha media y el porcentaje de casos perdidos correspondiente al nimero de animales que
fallecieron tras la intervencién sin haber salido del estado anestésico. Las hembras de la serie VI
fallecieron en su totalidad antes de abandonar el estado anestésico por lo que solo figuran como

casos perdidos, sin otros resultados:

SERIES % PERDIDAS MEDIA (DE)  IC (95%)
& Q F Q & Q
1 0 0 39,1(32,53) 80,0(51,50) 15,8-62,4 43,1-116,8
11 0 0 73,2(47,38) 131,8(27,1) 39,3-167,1 112,4-151,2
v 0 20  53,9(23,55) 86,7(37,38) 37,1-70,8 55,5-118,1
\Y 0 50 46,0(22,74) 157,2(32,9) 29,7-62,2 116,3-198.1
VI 10 30 64,9(39,12) 139,5(35,5) 34,8-94,9 106,7-172,4
VII 80 100 71,5(19,09) - 0-243,1 -

Tabla 11.- Tiempo medio (desviacion estandar) e intervalo de confianza (IC), medido
en minutos, que tardan los animales de las diferentes series experimentales en salir del estado
anestésico, en funcion del sexo.

B) Inferencia estadistica.

Puesto que los resultados entre sexos fueron muy dispares, el analisis estadistico de las

series se realizo separando los machos de las hembras.

Si se compara el tiempo de salida del estado anestésico por sexos y series en conjunto,

se comprucba que el tiempo menor corresponde a los individuos de la seric Sham operation

para machos y hembras.
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- Machos.

Del test de la ANOVA se obtiene una F de Snedecor de 0,2448, que supone diferencias

no significativas en los resultados.

Del test de Bonferroni se induce que no existen diferencias significativas entre dos

grupos para una p<0,05.
- Hembras.

Mediante el test de la ANOVA, se obtiene una F de Snedecor de 0,011, indicando
diferencias significativas en los tiempos de despertar de la anestesia para las diferentes series

dentro del estudio particular de las hembras.

El test de Bonferroni concluye que aparecen diferencias significativas entre las hembras
de las seties II-IT1, II-VI, TI-V y IV-V._ La serie VII no interviene puesto que el 100% son casos
perdidos. '

C) Representacion grafica.

En la figura 11 se representa, mediante diagrama de barras, los valores medios del
despertar anestésico de cada sexo correspondiente a cada serie. Se observa que el tiempo menor
del despertar anestésico correspoﬁde a los animales de la serie IT en ambos géneros. Al igual que
en el estudio global, representado en la figura 10, no existe una tendencia definida en la variacion
del tiempo de salida de la anestesia ni en los grupos de hembras ni en los grupos de machos, ya

que en ambos casos es muy irregular.
D) Estudio comparativo entre machos y hembras de cada serie:

Se realizo la t de Student comparando los tiempos medios en minutos de salida del
estado anestésico entre machos y hembras de cada serie. Los resultados estadisticos se recogen
en la tabla 12, donde también figura el valor de p y el correspondiente grado de significacion

estadistica.

En la tabla 12 se observa una diferencia significativa entre los tiempos de salida del
estado anestésico de los machos respecto a los de las hembras y a favor de los primeros -figura
11-. En la serie VII, puesto que las hembras no liegan a salir del coma anestésico no pueden

obtenerse resultados comparativos entre ambos sexos.
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SERIES EXPERIMENTALES

' Figura 11.- Representacion de los valores medios y desviacion estandar de los
tiempos de despertar anestésico para cada uno de los sexos de las diferentes series
experimentales.

Series Test de Levene t -Student p Grado de
significacion
1T 0,133 2,12 0,048 S
111 0,115 3,39 0,003 S
v 0,152 2,28 0,037 S
A% 0,425 7,72 0,000 S
VI 0,396 3,94 0,001 S
VII - - - -

Tabla 12.- Resultados del estudio estadistico, de la comparacion intraserie de machos
y hembras, de los tiempos de salida del estado anestésico (S=Significativo).
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4.5. CONDICIONES FISIOLOGICAS POSTQUIRURGICAS.

Después de la operacion, tos animales fueron introducidos en jaulas individuales, donde
permanecieron aislados durante 72 horas. Durante este tiempo se realizo un seguimiento de las
condiciones fisiologicas vitales: ingestion de liquido, alimento y deposiciones, segun se describe

en los apartados 3.2.5.2., 3.2.5.3. y 3.2.5.4. respectivamente.

4.5.1. INGESTA DE AGUA.

En la tabla 13 se refleja en porcentajes respecto al total de animales de la serie, los que

ingieren agua en los periodos de tiempo sefialados.

El 96,07% de los animales supervivientes habia bebido agua antes de las 48 horas
posteriores a la reperfusion; ninguno de los animales que fallecieron entre el momento de la

reperfusion y las 48 horas posteriores ingirio agua.

TIEMPO SERIES EXPERIMENTALES

HORAS 11 I IV \4 VI VII
0-24 100% 75% 65% 50% . 30% 0%
24-48 100% 100% 85% 70% | 45% 0%
48-72 100% 100% 85% 70% : 50% 0%

Tabla 13 .- Porcentajes de animales que ingieren liquido en las 72 horas posteriores a la
reperfusion.

4.52. INGESTA DE ALIMENTO.

En la tabla 14 se expone en porcentajes respecto al total de animales de la serie, los que
ingirieron alimento en cada espacio de tiempo. El porcentaje de animales que toman alimento
en e! ultimo periodo de observacion se corresponde con el total de animales supervivientes en

cada serie.

Se observa que a medida que aumenta el tiempo de isquemia, los animales inician mas
tardiamente la ingestion de alimento, posiblemente debido a la gravedad de las lesiones

isquémicas, explicacion que se deduce comparando los tiempos de cualquiera de las series con
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la serie 11 -Sham operation-.

TIEMPO SERIES EXPERIMENTALES

HORAS | m v \ Vi VI
0-24 75% 35% 30% 10% 5% 0%
24-48 100% 90% 75% 70% 20% 0%
48-72 100% 100% 85% 70% 50% 0%

Tabla 14.- Porcentajes de animales que ingieren alimento en las 72 horas posteriores a
la reperfusion.

4.5.3. DEPOSICIONES.

En la tabla 15 se presentan los porcentajes de animales con respécto al total de la serie
que realizaron defecaciones en cada uno de los intervalos que se indica en la tabla. Tanto los
animales de la serie IT, Sham operation como los de la serie ITI, 15 minubs de IMA, realizaron
las deposiciones a ritmo normal, con presencia de heces en el 100% de los casos antes de las 24
horas de la primera observacion. En las series isquémicas IV, V, Vly VII, los porcentajes no
alcanzaron a la totalidad de los individuos supervivientes hasta el segundo intervalo -24-48

horas-.

En cuanto a las caracteristicas de las heces, el 100% de los animales en los casos de las
series 1 y ITI fueron normales. En la serie TV, el 65% de los animales realizaron deposiciones,
siendo un 85% de aspecto hemorragico y el 20% restante de aspecto normal. El porcentaje de
sangre en heces, aumenté progresivamente a medida que los tiempos de isquemia fueron
superiores. En la serie V, el 55% del total de animales que realizaron deposiciones, un 70%
presento aspecto sanguinolento mientras que ¢l 30% restante presentd aspecto normal. En la
seric VI un 50% de animales realizaron defecaciones presentando todas ellas aspecto
sanguinolento. En el caso de la serie VII no se obtuvieron resultados puesto que ninguno de los

animales fue capaz de defecar.
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TIEMPO SERIES EXPERIMENTALES |

HORAS | I v \ Vi Vit
0-24 100% 100% 80% 60% 40% 0%
24-48 100% 100% 85% 70% 50% 0%
48-72 100% 100% 85% 70% 50% 0%

Tabla 15.- Porcentajes de animales que realizaron deposicioréles en las 72 horas
posteriores a la reperfusion. '

4.6. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL.

Todos los animales fueron pesados en el momento de la intervencion quirirgica y

semanalmente después de la operacion. Los animales muertos por el propio proceso isquémico
3 i

fueron pesados antes de la necropsia. En este apartado, todos los animales constituyen un {inico

grupo que se empleo paraseguir la evolucion semanal de los pesos corporales tras la IMA.
A) Resultados.

En la tabla 16 se recoge la evolucion semanal de los pesos durante las 9 semanas. Se
determiné como valoracion estadistica, la media aritmética y la desviacion estandar de cada uno
ellos en gramos, expresandose de la forma = (DE). También se calculo el intervalo de confianza
del 95% para el valor de la media, lo que indica que cualquier individuo que pudiera ser incluido
en el experimento en iguales condiciones de intervencion, tiene un 95% d;e probabilidad de que

su peso esté contenido entre ambos extremos.

Los pesos de la semana O corresponden al momento de la intervencion, antes de la
anestesia, el resto de pesos, corresponde a las semanas siguientes a la intervencion. Aquellos
animales que no completaron el periodo de observacion en semanas fueron incluidos en los

resultados de la ultima semana completada de vida.
B) Inferencia estadistica:

Se observa un aumento constante y gradual del peso a lo largo del iiempo. El peso medio
de los animales al inicio de la operacion fue de 266,14 g (DE=19,20), y ¢l de la ultima pesada,

realizada en los animales supervivientes de cada una de las series, tras 9 semanas de observacion
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fue de 311,60 g (DE=38,62), poniendo de manifiesto un aumento pondezral de la poblacion en
el tiempo de observacion. Esta tendencia solo se interrumpio tras la primera semana de
observacion, en la se comprueba una ligera tendencia al descenso, con :un peso medio de los
animales de 262,13 g (DE=22,27). Este ligero descenso durante la primera semana con respecto
al peso medio inicial, muy probablemente debido al manejo quirirgico, es revertido
inmediatamente en la segunda semana, en la que se observa un répido incremento del peso

medio, que sobrepasa los pesos iniciales.

Mediante diagrama de barras, se representa en la figura 12, el peso medio por semana
y la desviacion estandar. Se observa un ascenso continuado, a excepcion ﬁe la primera semana.
Igualmente se comprueba como los valores de las desviaciones estandar aumentan a medida que
transcurren las semanas indicando una mayor variabilidad entre los individuos, afectados también

posiblemente por el dimorfismo sexual existente entre machos y hembras.
C) Valoracion estadistica.

Puesto que en cada grupo de tiempo en que se realizo la medicion ponderal presento un
nimero de animales superior a 30, indicado en la tabla 16, no fue necesario aplicar el test de

Shapiro-Wills considerandola como distribucion normal.

Segun el test de Levéne para el estudio de la homogeneidad de la variancia, se obtiene
un valor de p= 0, donde p<0,05, por lo tanto un valor muy significativo, es decir, existe una

variacién significativa de los pesos, en cada una de las mediciones sefialadas.

Al ser el valor de la p significativo, segin metodologia, no se puede aplicar la ANOVA
por lo tanto, se aplica el indice de Kruskall-Wallis, obteniéndose una p=0, que indica que el peso

ha variado significativamente a lo largo del tiempo.
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SEMANAS N MEDIA (DE) IC (95%) para la
| X
0 210 266,14 (19,20) 262,93-269,35
1 101 262,13 (22,27) 257,73-266,52
2 101 271,49 (22,72) 269,99-276,01
3 101 278,36 (25,57) 273,32-283,41
4 101 285,49 (27,38) 280,08-290,90
5 100 291,03 (32,74) 284.57-297.50
6 100 296,73 (35,95) 289,63-303,82
7 100 302,70 (34,27) 295.90-309,50
8 100 307,00 (38,03) 299.45-314,54
9 100 311,60(38,62) 303,94-319,26

Tabla 16.- Media, desviacion estandar (DE), expresadas en gramos, € intervalo de
confianza (IC) de la evolucion de los pesos durante 9 semanas. N es el nimero de animales de
los que se obtiene la medida de los pesos.

320 -

300 -

280 -

PESO EN GRAMOS

340 T

260 +
240 —

220

200

=

[+ 1 2

3

4 5 [

7

TIEMPO EN SEMANAS

Figura 12.- Representacion mediante diagrama de barras, de los pesos
medios del conjunto de las series tras 9 semanas de observacion.
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En la tabla 17 se exponen, los resultados del test de Bonferroni con el error admitido del
5%, poniéndose de manifiesto las semanas en que se presentan las diferehcias significativas del
peso, representadas en la tabla mediante asteriscos. Es importante sefialar, que entre el peso
inicial y el de la primera semana, a pesar de la disminucion ponderal, no aparecen diferencias
significativas. Las primeras diferencias significativas se observan en los pesos iniciales, y en los
de Ia tercera semana. Esto puede indicar que la pérdida de peso durante la primera semana tras
la intervencion quirirgica, pueda ser secundario a la manipulacion' operatoria, pero que

posiblemente, no dependa del cuadro isquémico.

TIEMPOS EN SEMANAS

0 1 2 3 4 5 6 .7 8 9
0 l
1
2
3 *
4 * * *
5 * ) *
6 * * * *
7 * * * * *
8 * * * * * ®
9 * * * * * * *

Tabla 17.- Cada uno de los asteriscos indica las diferencias significativas y entre que
semanas ocurren estas.

4.7. RESULTADOS DEL ESTUDIO PATOLOGICO MACROSCOPICO.

En los animales de las series L I, IIL IV, V, VI y VII, se realiz6 un estudio de patologia
macroscopica en el momento de la muerte -por fallecimiento natural como consecuencia de la
/R, o tras ser sacrificados después de 9 semanas-. Ademas, salvo a los individuos de la serie I,

se les hizo otro estudio clinico patologico después de la reperfusion.
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4.7.1. OBSERVACIONES INTRAOPERATORIAS EN EL MOMENTO DE RETIRAR EL
CLAMP. '

El estudio intraoperatorio se realizo siguiendo el método descrito en el apartado 3.2.4.

4.7.1.1. Presencia de gas intestinal. Se valoré como tal la presencia de acumulaciones
anormales de gas en el intestino, preferentemente en el ciego, atribuibles a un desarrolio masivo
de bacterias anaerobias de la flora intestinal, como consecuencia de un periodo de anoxia tisular

segun se describe en el punto 3.2.4.1.

La tabla 18 recoge el nimero de animales de cada serie que presentaron determinado
grado de la variable dependiente categdrica “presencia de gas intestinal”, encontrandose una

relacion directa entre la cantidad de gases intestinales y el tiempo de IMA.

GAS SERIES EXPERIMENTALES
INTESTINAL | 1 i m v v VI v
0 20 20 20 18 6 3 1
1 0 0 0 2 9 5 2
2 0 0 0 0 5 12 17

TOTAL 20 20 20 20 20 20 20

Tabla 18.- N° de animales con los diferentes grados de la variable categorica “presencia
de gas intestinal”. 0: ausencia, 1: presencia moderada; 2: presencia abundante -mas de 4,5 cm
de diametro-.

4.7.1.2. Perforacion intestinal. Se definié segin lo descrito en el apartado 3.2.4.2. del

método. No se observo en ninguna de las series.

4.7.1.3. Vision de las placas de Peyer. En los casos de isquemia aguda se manifestaron
como estructuras blanco-violaceas, abultadas y resaltadas. Se defini6 como variable dependiente

categorica segin queda apuntado en el punto 3.2.4.3. -figura 14-.

La tabla 19 recoge el niimero de animales de cada serie y el grado de la variable
dependiente categérica “presencia de placas de Peyer”. Se observa como al aumentar el tiempo

de IMA de 15 minutos, serie III, a 30 minutos, serie IV, se produce un‘incremento notable, en
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cambio el proceso se revierte al aumentar més los tiempos de isquemia, series VIl y VII.

PLACAS SERIES EXPERIMENTALES
DE PEYER I 1 | v \Y VI Vil
0 20 20 16 9 18 20 20
1 0 0 4 11 2 0 0
TOTAL 20 20 20 20 20 20 20

Tabla 19.- N° de animales con los diferentes grados de lz@ variable categorica
“manifestacion de las placas de Peyer”.0: presencia normal; 1: presencia resaltada.

4.7.1.4. Hemorragia en luz intestinal. La extravasacion sanguinea hacia la luz intestinal,
consecuencia de la isquemia intestinal, se manifiesto por una tonalidad rojo-negruzca en la luz
intestinal con presencia de zonas hemorragicas en la mucosa. Se definio como variable

categdrica independiente, segiin consta en el apartado 3.2.4.4. -figura 13-,

En la tabla 20 se expone el nimero de animales por serie y €l grado de la variable
dependiente categorica “presencia de hemorragia en luz intestinal”. Se: observa una relacion

directa entre el tiempo de isquemia y la hemorragia intestinal.

i

GRADO DE SERIES EXPERIMENTALES

HEMORRAGIAS | 1 n m I \ vi vI
0 20 20 20 7 2 3 0
1 0 0 0 9 12 7 0
2 o o o 4 6 10 20
TOTAL 20 20 20 20 20 20 20

Tabla 20.- N° de animales con los diferentes grados de la variable categorica “presencia
de hemorragia en luz intestinal”. O: ausencia; 1: presencia focal; 2: presencia de hemorragias en
sabana.
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Figura 13.- Vista general del intestino delgado tras 120 minutos de isquemia.
Obsérvese la congestion del tejido y la flacidez de las estructuras.

Figura 14.- Detalle de una porcion del yeyuno donde se visualizan las placas de
Peyer tras 120 minutos de isquemia mesntérica.
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4.7.1.5. Desvitalizacion intestinal. Se definidé como variable dependiente categorica la

“presencia de desvitalizacion intestinal”, descrita en el apartado 3.2.4.5.

La tabla 21 muestra el nimero de animales por serie y el valor de la variable que
presentaron. Se observa una relacion directa entre el tiempo de isquemia intestinal, el grado de

desvitalizacion intestinal y el niimero de animales incluidos en cada grado de la variable.

GRADO DE SERIES EXPERIMENTALES
DESVITALIZACION | 1 n i v \% ; \% | VII
0 20 20 0 0 o . 0 0
1 o 0 18 13 g8 5 0
2 0 0 2 7 113 0
3 0 0 0 0 1 2 20
TOTAL 20 20 20 20 20 | 20 20

Tabla 21.- N° de animales con los diferentes grados de la variable categorica
“Jesvitalizacion intestinal”. 0 ausencia; 1: ligera congestion con palidez; 2: desvitalizacion y
edema; 3: desvitalizacion intensa y colapso de las arterias intestinales. .

4.7.1.6. Repermeabilizacion vascular. Se gradu6 la variable c;ateg(')rica “vision de la

repermeabilizacion” en la forma descrita en el apartado 3.2.4.6. |

En la tabla 22 se enumeran los animales de cada serie, el grado de repermeabilizacion
que presentaron y el niimero de sujetos perdidos, SP. No se representan los individuos de las

series 1, serie Control y I, Sham operation, puesto que no se realizd el pinzamiento de la arteria.

La reperfusion y la recuperacion del latido arterial fueron menos manifiestas en los

animales expuestos a tiempos de isquemia mayores, series VI'y VIL
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GRADO DE SERIES EXPERIMENTALES
REPERFUSION I v \ v1 vl
0 20 20 19 14 ﬁ 1
1 0 0 1 3 4
SP 0 0 0 3 15

TOTAL 20 20 20 20 20
Tabla 22.- N° de animales y grados de la variable categorica “visualizacion de la

reperfusion”. 0: repermeabilizacion correcta; 1: reperfusion poco manifiesta; SP: individuos que
fallecieron antes de la reperfusion. '

4.7.1.7. Alteraciones organico fisiologicas. La variable categorica se valor6 siguiendo

lo expuesto en el apartado 3.2.4.7. del método.

La tabla 23 recoge el nimero de animales de cada serie y el grado de alteraciones

organico-fisiologicas de la variable independiente categorica.

Destaca un aumento considerable de las alteraciones organico-fisiologicas en relacion

con el aumento del tiempo de isquemia. |

GRADO DE SERIES EXPER[MENTALE,S
ALTERACIONES
ORGANICO-
FISIOLOGICAS 1 1| 1 v \% Vi vI
0 20 20 20 19 17 ' 14 16
1 0 0 0 1 3 6 4
TOTAL 20 20 20 20 20 | 20 20

Tabla 23.- N° de animales y grados de la variable categorica “Alteraciones Organico-
fisiologicas”. 0: ausencia, 1: presencia de alteraciones.

4.7.2. OBSERVACIONES EN LA NECROPSIA.
Para las observaciones durante la necropsia se sigui6 la metodologia sefialada en el

[
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apartado 3.2.7. Las alteraciones patologicas macroscopicas que se describen a continuacion
corresponden a los animales que fallecieron como consecuencia del episodio de I/R al que fueron
sometidos, puesto que los animales supervivientes, a los que se sacrifico 9 semanas después de
la operacion, habian revertido las lesiones y no presentaron ninguna alt:eraci(’)n macroscopica

visible. Por igual motivo se excluyen los animales pertenecientes a las series Iy I
A continuacidn se presentan los resultados de las siguientes alteraciones:

4772 1. Presencia de adherencias. La observacion de la presencia de adherencias en torno
a la AMC se realizé como consecuencia de la manipulacion a que seila someti6é durante la

intervencion.

El 100% de los animales sacrificados, independientemente ;de la serie a la que
perteneciesen -a excepcion de las series Ly II que, al no contener animales sacrificados no se
incluyen en el punto 4.10.2.-, presentaron adherencias alrededor de la arter:ia, dificultando, segun
los casos, su localizacion. Los animales muertos por causa natural no presentaron este tipo de
estructuras postquirirgicas debido al escaso intervalo de tiempo entre la operacion y la muerte

de los amimales.

4.7.2.2. Alteraciones estructurales en érganos. En la necropsia delos animales fallecidos

espontineamente se recogieron las lesiones en higado, rifiones y pulmones.
A) Resultados. '

La tabla 24 recoge los porcentajes de animales de las series IV, V, VI y VII que
presentaron el grado de lesion de la variable categorica “alteracion estrgctural en organos”. Al
reflejarse en las tablas inicamente los resultados de las necropsias de los individuos fallecidos
como consecuencia de la IMA, se han omitido las tres primeras series puesto que no hubo
ningin caso de muerte espontanea. Como variable dependiente figuran los casos de lesiones
hepaticas, lesiones renales y lesiones pulmonares, definiendose cada una como variable
categorica, segun la cual, grado O significa ausencia de lesiones y grado 1 presencia de

congestion del érgano y/o de regiones necroticas. '

B) Inferencia estadistica.

Comparando los resultados entre las series se comprueba que a medida que el tiempo de

isquemia es mayor, el nimero de individuos con lesiones en otros Organos aumenta
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considerablemente, hasta alcanzar porcentajes muy elevados. También se observa como el
puimon es el drgano mas afectado, en cuanto que las lesiones se manifiestan antes -con menor

tiempo de isquemia- y en mayor nimero que el resto de los organos.

SERIES EXPERIMENTALES

LESIONES | GRADO v v VI VIl

HEPATICAS 0 100% 50% 66,7% 60%
1 0% 50% 33,3% 40%

RENALES 0 100% 100% 88,9% 70%

1 0% 0% 11,1% 30%

PULMONARES | 0 33,3% 33,3% 21,2% 15%
1 66,7% 66,7% 78,8% 85%

Tabla 24 - Porcentaje de animales fallecidos como consecuencia del cuadro i 1squermc0
con lesiones hepaticas, pulmonares y renales, en cada una de las series. -

En cuanto a los animales sacrificados, el 100% presenté un aspecto normal en cada uno

de los 6rganos mencionados.

4.7.2.3. Presencia de ascitis y derrame pleural. La presencia de liquido tanto en ia
cavidad abdominal como en la cavidad toracica se valoré como: grado 0 la ausencia de ascitis

o derrame pleural; y grado 1 la presencia de ascitis o derrame pleural.

A) Resultados.

La tabla 25 muestra los porcentajes de animales de cada serie que presentaron 0 no

alguna de estas manifestaciones.
B) Inferencia estadistica.

La presencia de ascitis se manifesto en forma de pequefios volimenes que oscilaron entre
0,5 y 1 ml. Sélo se hizo evidente en las series VI y VIL La presencia de derrame pleural,

igualmente poco abundante, unicamente se presento en la serie VII.

-104-



4. RESULTADOS

SERIES EXPERIMENTALES
LESIONES | GRADO v \4 \Y \% 1
ASCITIS 0 100% 100% 89,9% 90%
1 0% 0% 11,1% ! 10%
DERRAME 0 100% 100% 100% | 90%
PLEURAL | 1 0% 0% % - 10%

Tabla 25.- Porcentaje de animales de cada serie experimental que presentaban ascitis o
derrame pleural en el momento de la necropsia.
|
El 100% de los animales sacrificados a las 9 semanas, independientemente de la serie,

estuvo libre de ascitis y de derrame pleural. '

4.7.2.4. Perforacion intestinal. En ningiin caso, igual en los animal;es sacrificados, como

en los animales muertos por causa natural, aparecié perforacion intestinal.
|
4.7.2.5. Presencia de gas intestinal La presencia de gas intestinal en la necropsia se
valord segun se expresa en el punto 3.2.4.1.
A) Resultados.

En la tabla 26 se recogen los resultados de las observaciones.

GAS SERIES EXPERIMENTALES
INTESTINAL v v VI VI
0 33,3% 0% 91% 5%
1 66,7% 40% 273% - 10%
2 0% 60% 63,6% 85%

Tabla 26 - Porcentaje de animales fallecidos entre €l periodo de i$quemia y las 60 horas
posteriores a la reperfusion y que presentaron gas intestinal en el momento de la necropsia en
cada serie, Grado 0 ausencia; grado 1 presencia moderada de gas y grado 2 presencia abundante

de gas intestinal - diametro superior a 4,5 cm-. |

B) Inferencia estadistica:
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Como se observa en la tabla 26, la presencia de gas en intestino en los animales faltecidos
espontaneamente fue un hallazgo frecuente. En la misma tabla se comprueba como la frecuencia

de la aparicion de gas era mayor a medida que el tiempo de isquemia de las series aumentaba.

Los animales sacrificados después de las 9 semanas de supervivencia, y pertenecientes
a las mismas series de los animales anteriores, que no fallecieron por causa directa del proceso
isquémico, tan sélo el 5,1% presento gases intestinales de grado 1 y un 1,38% de grado 2, no

achacables al proceso isquémico, puesto que sobrevivieron todo el tiempo de observacion.

4.7.2.6. Hemorragia en luz intestinal.- Fue valorada segiin se describe en el apartado

3244

A) Resultados.

La tabla 27 recoge los porcentajes de animales muertos espontaneamente y el grado de

hemorragia intestinal que presentaron.
|

B) Inferencia estadistica.

Se aprecia como el nimero de afectados y la intensidad de la hemorragia aumenta con

el tiempo de isquemia, hasta el 100% en los animales de la serie VIL.

HEMORRAGIA SERIES EXPERIMENTAL;ES

INTESTINAL v oV Y| VI
0 0% 20% 0% 0%
1 33,3% 20% 27.3% 0%
2 66,7% 60% 72,7% ! 100%

Tabla 27 - Porcentaje de animales que presentaron hemorragia intestinal en el momento
de la necropsia en cada serie. 0: ausencia; 1: presencia focal; 2: presencia de hemorragias en
sabana. '

Ninguno de los animales en los que se realizo la necropsia al ser sacrificados a las 9

semanas, presentd hemorragia intestinal.

4.7.2.7. Desvitalizacion intestinal. Para el estudio de este punto se sigui6 la metodologia
del apartado 3.2.4.5. !
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A) Resultados:

La tabla 28 refleja los porcentajes y grados de desvitalizacion intestinal en animates

muertos de forma espontanea como consecuencia de la isquemia.
B) Inferencia estadistica:

Se comprueba que la gravedad de las lesiones esta directamente relacionada con el
tiempo de isquemia. La mayor severidad de las lesiones aparece en la serie \{II en la que el 100%

de los animales manifiesta signos de desvitalizacion muy intensos con necrosis intestinal

generalizada.

Ninguno de los animales en los que se practico la necropsia tras ser sacrificados a las 9

semanas presentaron lesion ni desvitalizacion intestinal.

GRADO DE SERIES EXPERIMENTALES
DESVITALIZACION v \ \% B VI
0 0% 0% 9,1% - 0%
i 0% 0% 91% 0%
2 100% 80% 63,7% 0%
3 0% 20% 18.1% 100%

Tabla 28 - Porcentaje de animales y grado de desvitalizacion intestinal en el momento
de la necropsia en cada serie. 0: ausencia; 1: aspecto necrético moderado; 2: edema agudo
generalizado, 3: descomposicion generalizada y shock intestinal.

4.8. ESTUDIO DEL PESO DE LOS ORGANOS.
Se peso6 cada rifion por separado, los pulmones como un unico valor y el higado.
4 8 1. ESTUDIO DEL PESO DE LOS RINONES.

A) Resultados.

La tabla 29 recoge el peso medio relativo respecto del total corporal y la desviacién
estandar de los rifiones para cada serie. Se detallan los intervalos de confianza (IC), con un error

®<0,05 -95% de confianza-. = - ' :
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B) Inferencia estadistica.

El test de Levene, para la homogeneidad de la variancia da resultados no significativos,
-p=0,072 en rifién derecho y p=0,23 en rifion izquierdo-, por lo tanto, el es;tudio de comparacion
de las series se realiza mediante el test de ANOVA, obteniéndose los valores de p=0,06 en rifion
derecho y p=0,11 en rifion izquierdo, por lo que, en ambos casos, el resultado es no
significativo.

El test de Bonferroni determina que no existen diferencias signiﬁéativas en el peso entre

ninguna de las series experimentales para ninguno de los dos rifiones.

SERIES ORGANOS

RINON DCH. IC (95%) RINON 1ZQ IC (95%)
1 0,32 (0,04) 0,31-0,34 0,33 (0,03) 0,31-0,35
Il 0,35 (0,03) 0,34-0,37 0,34 (0,03) 0,33-0,36
| 0,38 (0,05) 0,36-0,41 0,36 (0,04) 0,34-0,38
v 0,37 (0,08) 0,33-0,42 0,34 (0,03) 0,33-0,36
\% 0,37 (0,06) 0,35-0,40 0,35 (0,03) 0,33-0,36
\% | 0,36 (0,07) 0,33-0,40 0,35 (0,04) 0,33-0,37
VIl 0.38 (0,05) 0.36-0,41 0,36 (0,03) 0,34-037

Tabla 29 - Pesos medios relativos y desviacion estandar, e intervalo de confianza de los
rifiones de cada serie experimental. '

4.8.2.PESO DE HIGADO Y PULMONES.
A) Resultados.

La tabla 30 recoge el peso medio y la desviacion estandar de los pulmones y del higado,
para cada serie, expresados en forma de pesos relativos con respecto al total corporal, y los

intervalos de confianza con un error ¢<0,05.
B) Inferencia estadistica.

Del test de Levene, para la homogeneidad de la varianza se obtuvieron resultados
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significativos -p=0,0008 en higado y p=0,0408 en pulmones-, por lo tanto, el estudio de
comparacion de las series se realizo mediante el test de Kruskall-Wallis, obteniéndose los valores
de p=0,132 en higado y p=0,112 en pulmones. Por lo tanto para el higado y los pulmones se
obtiene que no existen diferencias significativas en el peso de los ()rgano!s entre los individuos

de diferentes series.

El test de Bonferroni concluye que no existen diferencias sigmﬁcativas entre ninguna de

las series experimentales ni para el peso del higado ni para el de los pulmones.

SERIES ORGANOS |

HIGADO IC (95%) PULMONES IC (95%)

1 3,59 (0,36) 3,42-3,76 0,48 (0,09) 0,43-0,52

I 3,84 (0,31) 3,69-3,98 0,47 (0,0T) 0,44-0,50
1 3,83 (0,38) 3,64-4,01 0,51 (0,05) 0,48-0,54
v 3.61 (0,64) 3,30-3,92 0,50 (0,08) 0,46-0,54

\% 3,68 (0,73) 3,34-4,03 0,51 (0,06) 0,49-0,54
Vi 3,59 (0,68) 3,26-3,92 0,51 (0,06) 0,48-0,54
Vil 3,69 (0,36) 3,51-3,86 0,52 (0,05) 0,49-0,55

Tabla 30.- Pesos medios relativos y desviacion estandar, e intervalo de confianza de
higado y pulmones, de cada serie experimental. '

4.9. RESULTADOS DEL ESTUDIO MICROSCOPICO EN LAS SERIES
DE LA CURVA DE SUPERVIVENCIA.

El estudio microscopico de las piezas anatomicas de los animales de las series I y II dio

. . | .. .
como resultado la ausencia de lesiones, puesto que en ambos casos no se realizo pinzamiento
de la AMC, de ahi que la descripcién de la anatomia patologica, inicamente se refiera a las

series isquémicas, -11I, IV, V, VI y VII-.
4.9.1. SERIE I1I, 15 minutos de IMA.

No murié ningtin animal por causa de I/R.
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» Higado. Morfologia hepatica sin lesiones valorables, ni microscopicas i

macroscopicas, en todos los animales de la serie.

'
+

De los veinte animales estudiados, catorce de ellos -70%- no presentaron ninguna
manifestacion distinta a las del grupo control, tres animales -15%- :mostraron congestion
sinusoidal leve -que aparece frecuentemente en individuos control-; uno tan sdlo -5%- presento
una leve hiperplasia de las células de Kupffer, de escaso valor pat:olégico y dos -10%-

presentaron leve infiltrado linfohistiocitario portal.

« Rifiones. Sin alteraciones de importancia, ni macroscdpicas ni microscopicas, en los 20

animales de la serie -100% de casos-.

Del total de animales, dieciocho -90%- presentaron morfologia totalmente normal y dos

~10%- manifestaron congestion vascular giomerular de discreta intensidad.

« Pulmones. Sin alteraciones importantes tanto macroscépicasé COMO MICroscopicas,
salvo en un animal -5%- que presentd alteraciones pulmonares con iilfecci(')n intercurrente.
Microscopicamente mostrd alveolitis descamativa multifocal e intersticial de tipo lipoideo, con
presencia abundante de focos hemorragicos, hemosiderosis y focos de neumonia intersticial
lipoidea endogénica. La tincicién con Oil-Red dio resultado positivo. La neumonia pudo ser

intercurrente o debida a una debilidad adquirida consecuente a la I/R.

Unicamente tres animales -16%- mostraron un aspecto pulmonar mantenido, diez -53%-
mostraron atelectasias dispersas, que enocasiones pueden aparecen en ratas control, tres -16%-
presentaron enfisema pulmonar leve que también pueden aparecer en ratas normales, seis -31%-
congestion vascular leve, tres -16%- hiperplasia folicular linfoide peribronquial, en uno caso -
5%- se halld presencia de hemosiderofagos en focos aislados y en cuatro -21%- aparecid

infiltrado inflamatorio leve linfocitario.

Ninguna de estas modificaciones puede ser considerada como patologia valorable, debido

a que puede aparecer en animales sanos que no han sido sometidos a experimentacion.

« Pancreas. Sin alteraciones valorables en ninguno de los individuos -100%-.

« AMC. En el 100% de los animales aparecio permeabilidad y calibre normales y
ausencia de lesiones vasculares. Se observaron Unicamente adherencias grasas entorno a la

arteria en el 100% de los individuos, como consecuencia de la manipulacion efectuada durante
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la intervencion.

« Ganglios linfaticos mesentéricos. Mostraron reactividad inespecifica, con presencia de
hiperplasia folicular linfoide y abundancia de mastocitos, caracteristica que aparece también en
los animales controles. El 100% de los animales de la serie presenté ganglios linfaticos sin

patologia valorable.
* Yeyuno. La totalidad de los individuos presentd un yeyuno viable.

El aspecto macroscopico fue normal en diecinueve casos -95% del total-, siendo
moderadamente delgada la pared en un animal -5%-. Microscopicamente, 17 animales -85%-
no presentaron ninguna modificacion y de los tres restantes, dos -10%- presentaron regiones
discretamente * atroficas, con congestion vascular leve y uno -5%- manifestd cambios
degenerativos aislados de desvitalizacion. Con respecto al total de animales, siete -35%-
manifestaron infiltrado linfohistiocitario leve en la lamina propia, compati:ble con la normalidad

y que no se considero alteracion valorable. !
» fleon. Todos los animales presentaron viabilidad del ileon, sin alteraciones valorables.

Macroscopicamente no aparecieron alteraciones. En el estudio mii:roscépico, dieciocho
animales -90%- no manifestaron ninguna modificacion y solo dos -10%:restante- presentaron
edema vellositario leve poco valorable. En un animal -5%- se describio con;gesti(')n vascular leve.
Cinco animales -25% del total- mostraron infiltrado linfohistiocitario le\:e en la lamina propia,

compatible con la normalidad.
« Colon. Completamente viable en la totalidad de los animales de la serie.

Solo un animal -5%- presentd congestion vascular leve en los bordes antimesentéricos
de los pliegues de la mucosa, con infiltrado linfohistiocitario discretamente aumentado a nivel

de la lamina propia.

|

!
En resumen, en ninguno de los animales que integraron la serie III se observaron lesiones
patologicas de importancia tras 9 semanas de observacion, resultados que concuerdan con la

supervivencia de los animales de la serie.
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4.9.2. SERIE IV, 30 minutos de IMA. !

El nimero total de animales muertos, tras el cuadro experimental de I/R, fue de 3 -15%-,

habiendo sobrevivido el resto durante las 9 semanas de observacion. |

» Higado. Ausencia de lesiones en los veinte casos -100%-, tanto en animales fallecidos

cOmo en supervivientes.
+ Rifiones.
- Supervivientes.- No se observaron lesiones.

- Fallecidos.- Uno -5%- de los tres animales presentG macroscopicamente
hidronefrosis, diagndstico que se confirmé rrﬁcroscépicaménte. No se le atribuyd
una relacion clara con el proceso isquémico. Uno de los animales presentd
rifiones de shock, posiblemente causado por el shock isqﬁémico y el tercero no

present6 alteracion valorable. ;
* Pulmones.

- Supervivientes.- Ausencia de lesiones en la totalidad de los individuos, con la

presencia habitual de focos aislados de atclectasia y enfisema.

- Fallecidos.- Uno present6 focos leves de neumonia, otro manifesté fuerte
congestion pulmonar, debida posiblemente al shock isquémico y el otro no

presentd alteracion valorable.

e Pancreas. Ausencia de lesiones en el 100% de los animales. |
+ AMC. Permeabilidad completa en todos los animales, independientemente de la

supervivencia y sin lesiones valorables. Presencia de adherencias grasas en todos los animales

supervivientes -diecisiete- y ausencia de ellas en los animales muertos -tres-.

« Ganglios linfaticos mesentéricos. Ganglios viables y reactivos inespecificos en el 100%
de los animales.
* Yeyuno.
- Supervivientes. Ausencia de lesiones en el 100% de los individuos.
- Fallecidos.- En los tres casos, se aprecio macrosciépicamente congestion
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intestinal severa. Uno presentd necrosis de coagulacion y litica, con ausencia de
células vivaces en la pared intestinal. En los otros dos animales se produjeron
alteraciones epiteliales severas, con congestion vascular aguda y pérdida de

epitelio glandular a nivel de la lamina propia y de las vellosidades.
s fleon.
- Supervivientes. Ausencia de lesiones en el 100% de los individuos.

- Fallecidos. Uno presentd atrofia intestinal macroscc')pi:ca que se confirmo al
estudio microscopico con necrosis masiva transparietal con aistadas células
vivaces residuales linfoides y del epitelio glandular en la lé.rnina propia. Los dos
restantes -10%- presentaron congestion aguda y alteraciopes epiteliales severas.

+ Colon.
- Supervivientes. Ausencia de lesiones en el 100% de los animales.

- Fallecidos. Alteraciones epiteliales leves en el epitelio de revestimiento

superficial. |
|

En conclusién, aunque la mortalidad de la serie fue baja -15% de los animales-, en los

animales fallecidos se observo destruccion considerable de pared de la region intestinal afectada,

lo que se traduce en fallo generalizado y muerte atribuible al cuadro isquémico.

4.93. SERIE V, 60 minutos de IMA.

El namero de animales muertos en la serie fue de seis -30%-, y los sacrificados tras 9

semanas fueron catorce -70%-.

+ Higado.
- Supervivientes. Ausencia de lesiones en el 100% de los individuos.

- Fallecidos. Cuatro animales -67%- no presentaron ningun tipo de alteracion
hepética, mientras que en los dos restantes -33%- se observd congestion hepatica

severa, posiblemente asociada a /R. '
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¢ Rifiones.

- Supervivientes. Ausencia de lesiones en la totalidad de los animales.

- Fallecidos. Ausencia de lesiones en cinco casos -84%- y presencia de

congestion leve en uno -16%-.
+ Pulmones.

- Supervivientes. Nueve -65%- presentaron histologia pulmonar sin alteraciones
valorables, el resto mostrd alteraciones microscopicas leves: cuatro -28,6%-
congestion vascular leve, dos -14,3%- neumonia subpleural, posiblemente

asociada a debilidad tras la VR, y uno -7,14%- atelectasias.

- Fallecidos. Sélo uno -16,6%- no presento alteraciones valorables, los cinco
restantes -84%- mostraron congestion pulmonar, siendo leve en dos ¢ intensa en
los tres restantes, y en tres de ellos se presentaron hemorragias focales

moderadas, causadas posiblemente por la /R.
» Pancreas. El 100% de los individuos sin alteraciones valorables.

« AMC. Permeabilidad completa en todos los animales, independientemente de la
supervivencia y ausencia de lesiones parietales. Presencia de adherencias grasas en todos los

supervivientes -dieciseis- y ausencia de las mismas en los animales fallecidos -seis-.
1

» Ganglios linfaticos mesentéricos. Sin alteraciones patologicas valorables en mingun

caso. En todos los casos se presentaron cambios reactivos inespecificos.
* Yevuno.

- Supervivientes. El 79% -once animales- presentaron yeyuno normal sin
alteraciones valorables ni macroscopicas ni microscopicas. Los tres restantes -
22%- presentaron lesiones leves: dos mostraron infiltrado linfohistiocitario leve
y el tercero edema intestinal leve en la lamina probia, con signos de no
recuperacion total y presencia de desepitelizacion, pérdida neuronal de los plexos

nerviosos e infiltrado linfohistiocitario severo en la lamina propia.

- Fallecidos. Tan sélo uno -17% del total de muertos- presento alteraciones

yeyunales leves. El 84% restante -cinco animales-, presentaron lesiones severas:
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*

Figura 15.- Microfotografia H. E. X250. 60 minutos de IMA. Pared del
intestino delgado en corte transversal, que muestra congestion vascular, mas
pronunciada a nivel vellositario.

e

Figura 16.- Microfotografia H.E. x250. 60 minutos de IMA. Intestino delgado
donde los vértices de las vellosidades muestran separacion del epitelio de revestimiento
de su membrana basal.
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s Libdie § i G : S
Figura 17.- Microfotografia H. E. x200. 120 minutos de IMA. Intestino
delgado con vellosidades denudadas del epitelio y ampliamente hemorragicas

Figura 18.- Microfotografia H.E. x250. 120 minutos de IMA. Imagen similar
a la anterior que muestra con mayor detalle el aspecto hemorragico de las vellosidades.
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Figura 19.- Microfotografia H. E. x200. 60 minutos de IMA. Parénquima
pulmonar mostrandocongestion vascular en tabiques interalveolares.

Figura 20.- Microfotografia H.E. x200. 120 minutos de IMA. Parénquima
pulmonar con hemorragia y edema agudo de pulmon, que ocupa los alveolos,
quedando algunos pasillos libres. Arriba a la derecha se aprecia epitelio bronquiolar.
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tres necrosis subtotal con destruccion vellositaria y los otros dos necrosis
transparietal masiva, con intensa desvitalizacién transparietal, con solo algunas

células necrobibticas y presencia aislada de células musculares vivaces.

« ileon. |
1

- Supervivientes. Los hallazgos fueron similares a los del yeyuno. El 79% -once
casos- presentaron macroscopica y microscopicamente morfologia mantenida.
Dos presentaron infiltrado linfohistiocitario leve en la lamina propia y uno
present6 edema leve de la lamina propia y recuperaci(')p incompleta. Pérdida

parcial de neuronas de los ganglios vegetativos.

- Fallecidos. Macroscopicamente, tres animales -50%- presentaron intestino
desvitalizado, deslustrado y de color gnisaceo. Microscopicamente, el 33% -dos
animales- mostrd edema severo y desprendimiento veliositaﬁo; el 50% -tres
animales- necrosis subtotal con degeneracion necrética y mayor afectacion de la
region antimesentérica y el 17% -uno animal- necrosis transparietal aguda. Tres
animales -50%- presentaron, también, afectacion necrotica de ganglios nerviosos

vegetativos parasimpaticos, del plexo nervioso mioentérico.

» Colon.
- Supervivientes. Sin alteraciones valorables en los 16 casos.

- Fallecidos. Del total de animales, cinco -el 84% de los fallecidos- no

presentaron alteraciones valorables. Uno mostré afectacion leve de la mucosa

con descamacion parcial de la misma.

En los animales fallecidos se aprecié una destruccion considerable de la pared de la
region intestinal, que se tradujo en choque generalizado y muerte, atribuible en todos los casos
al cuadro isquémico. También se comprobo correlacion entre animales muertos y lesiones a

distancia en 6rganos periféricos, especialmente en pulmén.

4.9.4. SERIE VI, 120 minutos de IMA. !

El numero de fallecidos de la serie VI fue de diez animales. -50%-, y el otro 50%

sobrevivio a las 9 semanas. f
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+ Higado.

- Supervivientes. E1 90% -nueve animales-, no presentd alteraciones. Un unico
animal -10%-, presento congestion vascular leve. 'i
. |
- Fallecidos. Ocho animales -80%- no presentaron alteraciones valorables. Uno
-10%- mostro congestion centrolobulillar y otro -10%- congestiéon vascular

discreta. L

- » oo 'y o
« Rifiones. Salvo uno de los animales supervivientes, que presento congestion vascular

leve, el resto no presentaron alteraciones valorables.

* Pulmones.

1
I

- Supervivientes. El 40% -cuatro animales- no presentd alteraciones
morfologicas. Tres de elios -30%- presentaron atelectasiaés comunes, dos -20%-
hemosiderosis, como probable vestigio de lesiones anteriores -hemorragias-,
acontecidas durante el cuadro experimental, y otros dos -20%- mostraron

engrosamiento de los tabiques alveolares.

- Fallecidos. El 10% -un animal- mostré pulmones sin alteraciones valorables.
Los nueve animales restantes -90%- presentaron congestion vascular aguda de
distinta intensidad. Ademas, el 40% -cuatro animales- presento infiltrado

polimorfonuclear moderado y uno -10%- present6 edema agudo de pulmon.
« Pancreas. Sin alteraciones valorables en ninglin caso.

1
« AMC. Ausencia de roturas o lesiones en el tronco arterial y permeabilidad completa

. N . | . .
en el 100% de los animales. Presencia de adherencia grasas en todos los animales sacrificados,

y ausencia de estas en los animales fallecidos. i

» Ganglios linfaticos mesentéricos. Reactividad inespecifica de llos ganglios en el 100%

de los individuos y ausencia de alteraciones patologicas valorables.

* Yeyuno. ' i

|
- Supervivientes. Todos los animales presentaron yeyuno iviable, Cuatro animales
_40%- sin alteraciones valorables, otros cuatro -40%- mostraron signos de

recuperacion incompleta y presencia de epitelio regenerado, menor tincion de

i
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nticleos y citoplasma y neuronas con nucleos picnoticos que no han recuperado
su aspecto normal. El 20% restante -dos animales- mostré infiltrado

linfohistiocitario leve, en la lamina propia

- Fallecidos.- Ninguno presento intestino viable, sino con numerosas alteraciones
macroscopicas y microscopicas. Lesiones microscopicas: Necrosis transparietal
aguda, pérdida generalizada de estructuras vellositarias, pérdida de mucosa y
submucosa. Pérdida de nucleos de la capa muscular, con presencia de
citoplasmas homogeneizados, plexo nervioso mioentérico ‘gravemente afectado,
con neuronas desvitalizadas, con nucleos hipercromaticosy picnoticos retraidos
y ausencia de nucléolos. Se trata de necrosis avasculares séveras, producidas por

necrosis de coagulacion seguida por necrosis litica.

El aspecto macroscopico de todos ellos fue congestivo e intensamente hemorragico.

e Tleon.

- Supervivientes. El 40% -cuatro animales- presento ileon sin alteractones
valorables. Otros cuatro -40%- mostraron aumento del infiltrado
linfohistiocitario a nivel de la lamina propia y congestion leve en otros cuatro -

40%-.

- Fallecidos. Todos presentaron lesion masiva tisular con necrosis transparietal,
destruccion general de vellosidades, desprendimiento de:l epitelio de superficie
de 1a membrana basal, infiltrado linfohistiocitario leve, fiecrosis hemorragica y
afectacion severa de la capa muscular y de ganglios nerviosos mioentéricos.

Macroscopicamente presentaron congestion y hemorragia.

* Colon

- Supervivientes. El 90% -9 animales- presento colon normal sin alteraciones
valorables. Uno animal -10%- mostré leve pérdida celular en capas musculares
y en ganglios vegetativos mioentéricos con presencia de células ganglionares con

degeneracion nuclear. '

- Fallecidos. El 90% -nueve animales- presentd un colon viable sin alteraciones

valorables y uno -10%- mostré necrosis de mediana intensidad.
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k1

Figura 21 .- Microfotografia H. E. x400. 90 minutos de IMA'y sacrificada a las
9 semanas. Parénquima pulmonar mostrando foco de infiltracion neumonica que ocupa
la totalidad de la imagen, salvo una pequefia zona del borde derecho.

Figura 22.- Microfotografia H.E. x400. Rata fallecida tras 90 minutos de IMA.
Rifion donde se observan glomérulos congestivos y tubulos con pérdida parcial de
nucleos en las células de revestimiento.
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En general, los animales fallecidos mostraron lesiones intestinales muy séveras sobre todo en
yeyuno ¢ ileon que les condujeron a la muerte, con afectacion moderada de otros 6rganos,

especialmente pulmon.

4.95. SERIE VII, 180 minutos de IMA.

La tasa de mortalidad fue del 100% en las 60 primeras horas.
« Higado. El 60% de los animales -doce-, presentd un higado viable sin alteraciones
i
valorables. El 35% -siete animales-, presento congestion hepatica moderada y el 5% restante

mostrd congestion severa. ;

« Rifiones. El 40% -ocho animales- presenté rifiones sin alteraciones valorables. El 35%
mostré rifiones de shock y el 35% restante congestion vascular moderada, lo que hace que el

60% de animales -doce ratas-, presentasen lesion renal.

« Pulmones. Todos los animales de la serie mostraron lesion puimonar. El 80% -dieciseis
animales- presentd congestion vascular aguda y el 20% lesiones agudas. De ellos, dos animales
presentaron edema agudo de pulmon y otros dos peribronquitis y endobronquitis con sangre e

infiltrado neutrofilico moderado.
« Pancreas. Sin alteraciones valorables.
« Ganglios linfaticos mesentéricos reactivos sin otras alteraciones.

+ AMC. Permeable, y ausencia de adherencias.

e Yeyuno. En todos los animales hubo necrosis hemorragica, masiva transparietal,
destruccion completa de vellosidades, afeccion muy grave de todas las capas y de ganglios
nerviosos intramurales e infarto intestinal agudo irreversible. El aspecto macroscopico fue

desvitalizado, con adelgazamiento severo de la pared y hemorragia.

+ fleon. Lesiones similares a las del yeyuno, mostrando necrosis masiva irreversible en

todos los animales. '

« Colon. El 95% -diecinueve animales-, presentaron lesiones intensas: doce animales -
24%- necrosis transparietal generalizada y siete -71%- congestion vascular intensa con
afectacion necrotica importante de la mucosa. Tan sélo un individuo no mostro lesiones de
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Figura 23.- Microfotografia H. E. x100. 180 minutos de IMA. Intestino
delgado mostrando pérdida del epitelio de revestimiento superficial vellositario y
glandular. Algunas glandulas presentan restos de epitelio desvitalizado.

Figura 24.- Microfotografia Masson x400. 180 minutos de isquemia. Intestino
delgado con pérdida total del epitelio. Los restos vellositarios se muestran contraidos
y desvitalizados. La submucosa aparece en verde y las musculares en rojo.
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Figura 25.- Microfotografia H.E. x250. 180 minutos de
IMA. Intestino delgado en el que han desaparecido las vellosidades
y la superficie se muestra recubierta por una especie de membrana
constituida por sangre, fibrina y elementos inflamatorios con
nucleos vivaces.
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Figura 26.- Microfotografia H. E. x400. 180 minutos de IMA. Afectacion por
necrosis de coagulacion de las capas musculares, con homogeinizacion citoplasmatica
y pérdida de nucleos. Ganglio nervioso vegetativo con vacuolizacion y picnosis nuclear
neuronal.

i

Figura 27.- Microfotografia H.E. x600. 120 minutos de IMA. Ganglio del plexo
mientérico de Auerbach, mostrando pérdida de nucleolo y contraccion nuclear
neuronal.
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Figura 28.- Microfotografia H.E. x600. 180 minutos de
IMA. Necrosis de coagulacion de las neuronas de un ganglio
vegetativo mientérico y desaparicion de pericitos.
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importancia.
1
El aspecto general de la serie es de infarto agudo de intestino con destruccion masiva de

tejido e irrecuperable, shock mixto y afeccion multiorganica.

4.9.6. RESULTADO COMPARATIVO DE LAS SERIES DE’' LA CURVA DE
SUPERVIVENCIA. |

En la tabla 31 muestra el nimero de animales fallecidos en cada grupo que presentaron
lesiones histologicas, y, entre paréntesis, ¢l porcentaje relativo con respecto al niimero total de

fallecimientos de cada serie.

Independientemente del grado de las lesiones, se observa que en todas las series aparecen
lesiones de importancia en el intestino delgado, area regada por la AMC, lo que evidencia la
relacion entre la interrupcion experimental del flujo sanguineo y la ?padcién de lesiones
histologicas en el tejido. Los porcentajes de lesiones histicas intestinales, aumentan a medida que

se prolonga el tiempo de isquemia.

La AMC permanece normal en todas las series, sin perforaciones, obstrucciones, o

lesiones en la pared, y en todos los casos permeables tras la retirada del microclamp.
En cuanto a los resultados en el resto de 6rganos:
- el pancreas difuso de la rata no mostro ninguna alteracion,

- los ganglios linfaticos mesentéricos mostraron reactividad inespecifica en los limites de

la normalidad,

- el higado presentd una tasa de afectacion semejante en todas las series,

independientemente del tiempo de isquemia,

- las lesiones en pulmon aumentaron a medida que la isquemia intestinal se prolongd

alcanzando en la serie VII el 100% de los casos,

1
- las lesiones en duodeno e fleon fueron similares dentro de la misma serie y progresivas

en grado de afectacion y cantidad de animales afectados, alcanzando en la serie VII el 100%,

- en colon, las lesiones apenas afectaron la integridad de la micosa y unicamente en

casos aislados de las series V y VI, a excepcion de la serie VII donde se afecto en casi la
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Lo I Pomel L RN ) 7 4 .. ¥
Figura 29.- Microfotografia H. E. x600. 120 minutos de IMA. Ganglio

vegetativo del plexo mientérico, mostrando neuronas con cambios necroticos de
cromatolisis y pérdida nucleolar. Otras muestran picnosis nuclear.

Figura 30.- Microfotografia Masson. x600. 90 minutos de IMA. AMC. En la
luz se aprecian elementos sanguineos. El revestimiento endotelial muestra nicleos
alargados y planos. La tinica media, en rojo, contiene fibras conectivas y musculares.
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totalidad de los individuos.

SERIES EXPERIMENTALES

TEJIDO v s Vi VIt
Higado 1(33,3%) 2(33,3%) 2(20%) ? 8(40%)
Rifiones 1(33,3%) 0(0%) 0(0%) 12(60%)
Pulmones 1(33,3%) 5(83,4%) 9(90%) 20(100%)
Pancreas 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
AMC 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Ganglios 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Yeyuno 3(100%) 6(100%) 10(100%) 20(100%)

fleon 3(100%) 6(100%) 10(100%) 20(100%)
Colon 0 (0%) 2(16,7%) 1(10%) 19(95%)

Tabla 31.- Nimero de animales, y porcentajes relativos, de los grupos de fallecidos de
cada serie, en los que aparecen lesiones histologicas para cada uno de los organos estudiados.

4.10. VALORES DEL ANALISIS DEL LABORATORIO.

4.10.1. SERIE CONTROL.

La serie I -serie control-, constituida por 20 animales, como se describe en el apartado
3.2.11. de la metodologia, suministran la informacion basal de las constantes bioquimicas,
determinadas en suero sanguineo, obtenido por centrifugacion a 3000 r.p.m durante 10 minutos.

Los parametros se dividieron en 3 grupos:
- constantes enzimaticas,
- sustratos metabolicos,

- constantes ionicas.
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4.10.1.1. Constantes enzimaticas.

La tabla 32 recoge los resultados estadisticos: media aritmetica y:desviacién estandar,
espresado de la forma = (DE), el valor de la mediana y el intervalo de confianza del 95%, con

un error ©.<0,05 -95% de confianza- de cada una de las constantes enzimaticas expresadas en

unidades internacionales por litro (UL/1).

1
1

Constantes enzimiticas CPK GGT AST }T\LT LDH
% (DE). 186(29) 3(1) 95(9) 59(9) 214(53)
Mediana. 185,5 3 96,5 10 107,5
IC (95%) 171,8-199,2  2,5-3,5 91,4-99,5 54,5634 188823838

Tabla 32.- Constantes enzimaticas de la serie control (Serie I)para n=20.

4.10.1.2. Sustratos metabdlicos:

La tabla 33 recoge, expresados en mg/dl, los valores de la media aﬁtmética y desviacion
estandar, expresado en la forma x (DE), la mediana y el intervalo de confianza (IC) del 95% con

un error ¢<0,05 para la urea y la creatinina. I

Sustratos metabdlicos Creatinina (n_lgldl) Urea (mg/dl)
% (DE). 0,5(0,2) 47(4)
Mediana. 0,5 47
IC (95%) 0,43-0,58 | 45.41-48 89

Tabla 33.- Sustratos metabélicos de la serie control (Serie J) para n=20.

4.10.1.3. Constantes ionicas |

En la tabla 34 figuran los valores de la media aritmética y desviacion estandar expresada

segin % (DE), la mediana y el intervalo de confianza (IC) del 95% con un error ¢<0,05 para los

cationes sodio y potasio, en mEq/l.
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Constantes ionicas Na* (mEq/l) ,K* (mEg/1)

% (DE). 141 (5) " 4(0,5)
Mediana. 140 ' 4,1
IC (95%) 138,6-143,6 ' 3,80-4,31

Tabla 34.- Valores de las constantes ionicas de la serie control (Serie I) para n=20.

4.10.2. SERIE SHAM OPERATION.

La serie I, Sham operation, estuvo constituida segin se ha descrito en el apartado

3.4.1., por 20 ratas que suministraron informacion de las constantes bioquimicas en el suero

sanguineo de animales intervenidos quirdrgicamente, pero no sometidos a cuadro isquémico.
I

Los parametros analizados se dividieron en 3 grupos segln su naturaleza:
- constantes enzimaticas,
- sustratos metabodlicos,

- constantes ionicas.

4.10.2.1. Constantes enzimaticas.

La tabla 35 regoge los resultados estadisticos media aritmética y desviacion estandar, X
(DE), mediana e intervalo de confianza del 95% (IC) con un error 0.<0,05. Los valores de cada

una de las constantes se expresan en unidades internacionales por litro (UTA).

Constantes enzimaticas CPK GGT AST ALT LDH
% (DE). 180 (29) 3y 97(13)  56(7) 211 (40)
Mediana. 187 3 955 56 206
IC (95%) 166,8-1940 2,937 90,8-102,9 524-58,5 192,1-229,8

Tabla 35.- Constantes enzimaticas de la Serie Il (Sham operatién), para n=20.

4.10.2.2. Sustratos metabolicos
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Se determinaron las concentraciones de los sustratos metabolicos -creatinina y urea-.

La tabla 36 recoge los resultados estadisticos de la creatinina y urea, expresados en
mg/dl, en forma de media aritmética y desviacion estandar, % (DE), mediana y el intervalo de

confianza del 95% (IC), con un error a<0,05.

Sustratos metabolicos Creatinina (mg/dl) Urea (mg/dl)
% (DE). Global 0.5 (0,2) 4
Mediana. Global 0,5 : 455
IC (95%) 0,39-0,57 I 41,23-47,37

Tabla 36 - Sustratos metabolicos de la Serie II (Sham operation), para n=20.

i
4.10.2.3. Constantes ionicas |

En la tabla 37 se reflejan los valores de la media aritmética y (:iesviacién estandar, X
(DE), mediana e intervalo de confianza del 95% (IC), con un error asO,bS -95% de confianza-

para los cationes sodio y potasio, expresados en mEq/l. !

Constantes idnicas Na" (mEq/l) K (mEg/1)
% (DE). Global 143 (7) 4.1 (0,6)
Mediana. Global 142 L a
IC (95%) 140,2-146,60 ' 3,81-438

Tabla 37.- Constantes ionicas obtenidos de la Serie IT (Sham operation), para n=20.

4.10.3. SERIE EXPERIMENTAL.

La serie XIV, formada por 10 ratas macho, y descrita en el pﬁnto 3.4.1. del método,

suministré la informacion de las constantes bioquimicas en suero sanguineo, en animales
|

sometidos a 90 minutos de isquemia y 30 minutos de reperfusion segln se expone en el apartado

3.2.3.2. del método. Los parametros se dividieron en 3 grupos:
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- constantes enzimaticas,
- sustratos metabdlicos,

- constantes 10nicas.

4.10.3.1. Constantes enzimaticas.

La tabla 38 recoge los estadisticos media aritmética y desviacion estandar, mediana e
intervalo de confianza del 95% (IC), con un error ¢<0,05 para las constantes enzimaticas

expresadas en unidades internacionales por litro (UI/1).

Ctes. enzimiticas CPK GGT AST ALT LDH

% (DE). Global 1429(337) 3(1)  227(50) 119 27) 719 (88)
Mediana. Global 13485 3 221 122 701.5
IC (95%) 1270,6-15864 2,7-3,7 203,8-250,9 106,5-131,4 677,6-760.1

Tabla 38.- Constantes enzimaticas obtenidas de la Serie XIV, para n=10.

4.10.3.2. Sustratos metabolicos
La tabla 39 refleja los resultados de la creatinina y urea, expresados en mg/dl, como
media aritmética y desviacion estandar, % (DE), mediana e intervalo de confianza del 95% (IC),

con un error 6<0,05 -95% de confianza-. ;

Sustratos metabolicos Creatinina (mg/dl) ' Urea (mg/dl)
% (DE). Global 0.8 (0.2) 320
Mediana. Global 0,8 32
IC (95%) 0.65-0,86 | 28.82-35,07

Tabla 39 - Sustratos metabélicos obtenidos de la Serie XIV, para n=10.
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4.10.3.3. Constantes ionicas
Se determinaron los valores de los cationes sodio y potasio en mEq/l.

La tabla 40 recoge los resultados expresados como media aritmética y desviacion

estandar, % (DE), mediana y el intervalo de confianza del 95% (IC), con un error a.<0,05.

Constantes iénicas Na* (mEq/) K (mEq/1)
% (DE). Global 138 (11) 4.5 (0,7)
Mediana. Global 138 06
IC (95%) 133,11-143,39 4.12-4,80

Tabla 40.- Constantes idnicas obtenidos de 1a Serie XIV, para n=10.

4 10.4. ESTUDIO ESTADISTICO COMPARATIVO.

El estudio estadistico comparativo se realizé entre las series I, 11 y XIV, utilizando para
ello los valores medios de cada constante bioquimica mediante la t de Student o la U de Mann-
Whitney, segn el test de normalidad de Shapiro-Wilks segin se describ?e en el punto 3.2.12.5.
del método. Para ello se enfrentaron los resultados de la serie I con los de la serie IT y los de la

serie 1 con los de la serie XIV.

4.10 4.1. Estudio estadistico comparativo entre las series I y I -Series control y Sham
|
operation-. '

A) Resultados:

La tabla 41 recoge el estudio estadistico comparativo entre las series I y I1. Primeramente
y en todos los casos se realizo el test de Shapiro-Wilks, cuya signiﬁcaci(')nf o0 no, definio la prucba
estadistica de la U-Mann-Whitney o del test de Levene. Ademas se rjeﬂeja el valorde p y el

grado de significacion estadistica para un valor de p<0,05.
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Test Test- t- U-Mann- P Grado
Levene Student Whitney '

Substratos Shapiro-Wilks Significacion
CPK NS NS 0,56 - 0,589 NS
GGT S - - 1550 0,231 NS
AST NS NS 042 : 0,680 NS
ALT NS NS 1,35 - 0,1:87 NS
LDH NS NS 0,19 - 0,847 NS

CREA S - - 160 o,zfss NS
UREA S - - 147 0,157 NS
Na S - - 168 0398 NS
K NS NS 0,25 - 0,805 NS

Tabla 41 - Estudio estadistico y grado de significacion realizados para cada uno de los
parametros hematologicos entre las series Iy I1.(NS=No significativo).

B) Inferencia estadistica:

La comparacion estadistica entre los resultados medios de los parametros bioquimicos
de las series 1 y II, no presentd diferencias significativas en ninguna de las constantes,
evidenciando la ausencia de diferencias entre los animales de control y los intervenidos pero no

expuestos a /R,

4.10.4.2. Estudio estadistico comparativo entre la serie T -control- y la XIV -serie

experimental-.
A) Resultados:

La tabla 42 recoge los resultados del estudio estadistico entre las series I y XIV. El test
de Shapiro-Wilks segiin su significacion, permite la prueba estadistica de la U-Mann-Whitney
o del test de Levene. Se representa también el valor de p y su correspondiente grado de

significacion estadistica para un valor de p<0,05.
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i

Test Test- t- U-Mann- p. Grado
Levene Student  Whitney

Substratos Shapiro-Wilks Significaciéon
CPK S - - 0 0,000 S
GGT S ; ; 177 0,547 NS
AST NS S 11,56 - 0,060 S
ALT NS S 9,52 - 0,000 S
LDH S - - 0 0,000 S

CREA S - - 75 0,001 S

UREA NS S 8,90 ; 0,000 S
Na NS S 1,05 - 0,302 NS
K NS NS 2,08 - 0,045 S

Tabla 42.- Estudio estadistico y grado de significacion realizados para cada uno de los
parametros hematologicos entre las series [ y XIV. S=Significativo, NS= No significativo.

1

B) Inferencia estadistica:

« CPK. Cuando se compararon las medias de CPK de las series 1y I -control y Sham
operation- no se alcanzaron diferencias significativas. El test de Lever}e para el analisis de la
variancia produjo resultados muy homogéneos para ambos casos. En ciambio, entre la serie I,
control y la serie XIV, experimental, ¢l valor de la U de Mann—Whitney‘r fue muy significativo,
pudiendo afirmar que tras 90 minutos de isquemia y 30 minutos de reperfusion los niveles de

CPK se elevan muy significativamente.

La figura 31 representa, mediante diagrama de boxplot, los valores de la mediana para
las tres series. Los valores de los percentiles y el intervalo intercuartilico -IQR- son mas
pronunciados en la serie experimental -serie XIV- que en las series 1 y II, en las que la

distribucion es muy préxima a la normal.
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Figura 31.- Niveles de la CPK en cada una de las series,
expresadas en Ul/1.

e Transaminasas. Tanto los valores de ALT como de AST no muestran diferencias
significativas entre las series I y II -control y Sham operation-. En cambio, entre la serie control
y la serie experimental se observan diferencias significativas por aumento de los valores de
ambas enzimas en la serie experimental -serie XIV- cuando se comparan mediante la t de

Student, puesto que el test de Shapiro-Wilks no presento diferencias significativas.

En las figuras 32 y 33 se representan mediante diagrama boxplot, los valores de la

mediana -expresada en UL/I- para la AST y para la ALT y para cada una de las tres series.

40

3001
UL

2001

SERIE 1 SERIE HI SERIE XIV

‘ Figura 32.- Valores de la mediana de la AST para cada una de las
series.
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Figura 33.- Valores de la mediana de la ALT para cada una de
las series.

Se observa la proximidad de los valores para las series I 'y Il -control y Sham operation-,
mientras que en la serie XIV -experimental- aparecen significativamente elevados. El intervalo
intercuartilico es notablemente mas amplio en el caso de la serie experimental, lo que indica una
mayor amplitud en el rango de resultados. En cambio en las series I y 1L, los valores son mas

homogéneos y las distribuciones se aproximan mucho a la normal.

« LDH. No hubo diferencias significativas entre las series I y II. Entre las series I ,control
y X1V, serie isquémica, aparecieron diferencias muy significativas, valoradas mediante la U de
Mann-Whitney puesto que aparecen diferencias significativas cuando se valoran por el test de

Shapiro-Wilks.

La figura 34 muestra mediante diagrama boxplot los valores de la mediana para la LDH
para las tres series, expresados en UL/l En la figura se observa como el intervalo intercuartilico
es semejante en las tres series, indicando resultados poco dispares. La variacion entre las series

1y II con respecto a los resultados de la serie XIV se explican por el proceso de I/R.
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Figura 34.- Representacion de los valores de la mediana
de la LDH para cada una de las series.

e GGT .- La GGT fue la unica enzima que no mostré diferencias significativas entre los
individuos de las tres series; fue valorada mediante la U de Mann-Whitney puesto que el test de
Shapiro-Wilks resulto significativo. En la figura 35 se representan mediante diagrama boxplot
los valores de la mediana para cada serie. Se observa como para los tres casos se presenta una

media muy similar, presentando las mayores diferencias en los valores inferiores .

EEE

SERIE | SERIE It SERIE XIV

Figura 35.- Representacion de los valores de la mediana
de la GGT para cada una de las series experimentales.
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e Sustratos metabolicos. Al valorar la urea y la creatinina no hubo diferencias
significativas entre las series I y Il -control y Sham operation-, en cambio si las hubo entre la
serie 1 y la serie XIV. Los resultados de la creatinina vulneraron el supuesto de normalidad
exigido por el test de Shapiro-Wilks, por lo tanto la comparacion estadistica para la creatinina

se realizé mediante la U de Mann-Whitney y mediante la t de Student en el caso de la urea.

- Creatinina. En la figura 36 se representan los resultados mediante diagrama boxplot de
los valores de la mediana. Se observa un incremento en la concentracion -expresada en
mg/dl- tras el periodo de I/R. El intervalo intercuartilico se hace notablemente ancho,
indicando una variabilidad importante en los resultados espcialmente en los de la serie

experimental -serie XIV-.

12

. w——

SERIE | SERIE I SERIE XIV

. .Figura 36.- Representacion de los valores de la
creatinina para cada una de las series.

- Urea. El diagrama de boxplot de la figura 37 representa los niveles de urea en mg/l. Se
observa un descenso de los niveles de urea en la serie experimental -serie XIV-. Las tres
series muestran un intervalo intercuartilico -IQR- amplio indicando la variabilidad de los
resultados para las tres series. Esto implica una importante inespecificidad de los

resultados de la urea.
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Figura 37.- Representacion de los valores de la
mediana de la urea para cada una de las series.

 Constantes ionicas. Los valores del sodio y del potasio, no vulneran el supuesto de
normalidad de Shapiro-Wilks, por lo que las comparaciones de las medias, en ambos casos se
realizaron mediante la t de Student. Para el sodio no aparecieron diferencias significativas entre

la serie I -control- con la serie Il -Sham operation-, ni entre la serie I y la XIV.

Para el potasio no hubo diferencias significativas entre la serie I y la II pero si entre los
animales de la serie control y los de la serie experimental, obteniéndose un valor de p de 0,045,

valorado mediante la t de Student.

En las figuras 38 y 39 se representan, mediante diagrama de boxplot, los valores de la

mediana para el sodio y el potasio respectivamente, medidos en meq/I.

160 T‘
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Figura 38.- Representacién de los valores de la
mediana del sodio para cada una de las series.
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. Figura 39.- Representacion de los valores de la
mediana del potasio para cada una de las series.

En resumen:

- Enzimas. La GGT no sufrié cambios significativos, mientras que la CPK, AST, ALT
y LDH se elevaron significativamente, si bien ambos tipos de transaminasas mostraron una

amplia variabilidad.

- Metabolitos. La creatinina aumenté y la urea bajo, ambas de manera significativa,

aunque con gran variabilidad en los resultados.

 Tones. El sodio no suffié cambios significativos y el potasio aumentd aunque de modo

muy variable y en el limite de la significacion estadistica.

4.11. ESTUDIO COMPARATIVO DE SUPERVIVENCIA ENTRE
INDIVIDUOS TRATADOS CON SUSTANCIA PLACEBO O CON SOD.

En el apartado 3.2.8. del método se hace referencia a las series utilizadas, asi como al

método de aplicacion del tratamiento con SOD o con sustancia placebo.

Al ser diferentes los tiempos de isquemia a que se sometio a machos y hembras, todos

los resultados se compararon en funcion del sexo.

-142-



' 4. RESULTADOS

4.11.1. MACHOS.
A) Resultados ¢ inferencia estadistica:

Los resultados de los animales supervivientes de las series VIII y X se exponen en la
tabla 43. Se observa un aumento de la supervivencia en los individuos tratados con SOD con

respecto a los tratados con placebo -solucion salina-. 3

La tabla 44 muestra el estudio estadistico mediante el estimador y’, comparando las dos
series que participan en el estudio. El aumento de la supervivencia en :animales tratados con
enzima antioxidante no resulto significativo, seglin las condiciones del presente estudio, respecto

a los animales tratados con placebo.

INTERVALO DE TIEMPO N° DE ANIMALES SUPERVIVIENTES
DIiAS SERIE VIII . SERIE X
0-0,5 9 ' 10
0,5-1 7 10
1-1,5 7 10
1,5-2 7 10
263 7 10

Tabla 43 - Animales machos supervivientes durante los 63 dias de observacion para cada
una de las series experimentales.

SERIES ¥*DE GRADOS DE p ' SIGNIFICACION
PEARSON LIBERTAD ' ESTADISTICA
VII-X 3,528 1 0,0603 NS

Tabla 44.- Estudio mediante el estimador estadistico x* de Pearson, y su significacion
estadistica de la comparacion de las series VIl y X.

La tabla 45 muestra el estudio de supervivencia acumulada y la funcion de riesgo para

las dos series durante las 9 semanas de observacién. Se comprueba como la serie X, tratada con
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SOD, presenta una funcion de riesgo 0, -la probabilidad de que un individuo muera en las
mismas condiciones es nula-, mientras que en el caso de la serie VIIL, animales tratados con
solucion salina, presenta una funcion de riesgo de 0,35 en el primer periodo de tiempo que
abarca desde el momento de la reperfusion hasta el primer dia. Estos resultados ponen de

manifiesto, una vez mas que la funcion de riesgo se concentra en torno a las primeras horas de

la revascularizacion.

SERIES INTERVALOS SUPERVIVENCIA FUNCION DE
Dias ACUMULADA RIESGO
vl 0-1 0,7 0,352
1-63 0,7 0
X 0-63 1 0

Tabla 45 .- Tasas de supervivencia y de riesgo obtenidos mediante el método actuarial.
Se expresa la probabilidad para cada intervalo.

C) Representacion grafica.-
En la figura 40 se representa mediante diagrama de barras apiladas, los porcentajes de

supervivencia y mortalidad para las series VIII y X.
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. Figura 40.- Representacion mediante diagrama de barras
apiladas de los porcentajes de supervivencia de las series VIl y
X, tras 9 semanas de observacion.
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En la serie X, el porcentaje de supervivencia fue del 100% al final de las 9 semanas de
observacion; en cambio, en el caso de la senie VI, esta supervivencia fue del 70%,
manteniéndose un 30% de mortalidad representado en la parte inferior de la barra. La suma de
ambas tasas -mortalidad y supervivencia- constituyen la barra -100% de losi; casos-. Los animales
sometidos a las mismas condiciones experimentales de tratamiento qhirﬁgico y tiempo de
isquemia, pero con distinto tratamiento farmacologico presentaron diferentes tasas de
supervivencia, a favor de los que fueron tratados con SOD, lo que implica un efecto terapéutico

de dicha enzima.

4.11.2. HEMBRAS.

Para el estudio del tratamiento con SOD en hembras se siguio la metodologia descrita
en el apartado 3.2.8. ,

|

A) Resultados e inferencia estadistica.- ,

La tabla 46 recoge el nimero de animales que sobrevivieron tras 9 semanas de
observacion. Al igual que en el caso de los machos, la mortalidad se agrupa en tomo 2 las 60
primeras horas tras la reperfusion. Se comprueba un ligero descenso de la mortalidad en la serie
X1 -animales tratados con SOD-, con respecto a los animales de la serie IX, -tratados con

solucidn salina-.

INTERVALO DE TIEMPO N° DE ANIMALES SUPERVIVIENTES
DIAS SERIE IX " SERIE XI
0-0,5 8 | 9
0,5-1 6 | 8
1-1,5 5 8
1,5-2 4 8
2-63 4 8

Tabla 46 - Animales hembras, supervivientes a lo largo de los intervalos de observacion,
para cada una de las dos series experimentales.

En la tabla 47 se presentan los resultados de la comparacion estadistica de las dos series
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mediante el estimador estadistico de ¥ de Pearson. Como en el caso de los machos -apartado

4.11.1.-, existe un aumento de la supervivencia en los animales a los que se les aplico

3

tratamiento con SOD, aunque no fue estadisticamente significativo.

SERIES ¥ DE GRADOS DE p SIGNIFICACION
PEARSON LIBERTAD 'ESTADISTICA
IX-XI 0,952 1 0,329 3 NS

Tabla 47 - Estudio mediante el estimador estadistico x* de Pearson, y su significacion
estadistica de la comparacion de las dos series del experimento.

La tabla 48 muestra los resultados de la supervivencia acumulada y de la funcion de
riesgo para las dos series experimentales. Al igual que para los machos, existe una funcion de
riesgo tras las primeras horas posteriores a la reperfusion, después de las cuales, la probabilidad

de morir se hace nula.

SERIES INTERVALOS  SUPERVIVENCIA FUNCION DE
Dias ACUMULADA RIESGO
X 0-1 0,6 | 0,500
1-2 0,4 0,400
2-63 0,4 0
XI 0-1 0,8 f 0,222
1-63 0,3 ? 0

Tabla 48 - Tasas de supervivencia y de riesgo obtenidos medlante el método actuanal.
Se expresa la probabilidad para cada intervalo.

C) Representacion grafica.-

La figura 41 muestra mediante diagrama de barras apiladas, la supervivencia y la

mortalidad de las dos series tras 9 semanas de observacion, poniéndose de manifiesto un .
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aumento de la supervivencia para el mismo tiempo de observacion en los animales tratados con
enzima antioxidante. En cada barra se muestra la tasa de supervivencia y de mortalidad,
expresada en tantos por ciento, mientras que el eje representa el porcentaje global de

supervivencia. Cada una de las barras equivale a la totalidad de los individuos de una serie.

100
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80
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PORCENTAJE (%)

20 7

SERIE IX SERIE XI
SERIES COMPARATIVAS

. Supervivencia Mortalidad

' Figura 41.- Representacion mediante diagrama de barras
apiladas de los porcentajes de supervivencia de las series IX y XI
tras 9 semanas de observacion.

4.12. RESULTADOS DEL ESTUDIO MICROSCOPICO EN LAS SERIES
VIIL IX Y XL

Unicamente se realizo el estudio microscopico de las muestras organicas de aquellos
animales de las series VIL IX y XI que fallecieron espontaneamente a consecuencia del proceso
isquémico. No se realizo a los animales que sobrevivieron a las 9 semanas de observacion, por
lo que no aparecen resultados referentes a la serie X, puesto que ninguno fallecio a causa dela

isquemia y todos fueron sacrificados.
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4.12.1. SERIE VIIL, 10 machos sometidos a 90 minutos de isquemia y tratamiento con solucion

salina.

En la serie VIIL, fallecieron tres animales -30%- y siete -70%- sc}brevivieron hasta el

sacrificio a las 9 semanas. :
« Higado. De los tres fallecidos, tan s6lo uno -34%- presentd congestién vascular.

« Rifiones. Un animal presentd congestion vascular simple, v dos sin alteraciones

valorables.

« Pulmones. Los tres animales fallecidos -100%- presentaron congestion vascular severa

y uno ademas presento hemorragia pulmonar. !
« Pancreas. Sin alteraciones valorables en ningun caso.

« Ganglios linfaticos mesentéricos. Sin alteraciones valorables en ningun caso.

« AMC. Debido al corto tiempo transcurrido entre la reperfusion y la muerte, no
aparecieron adherencias grasas en ningun caso. La arteria se mostro permeable en todos los

casos, y sin lesiones parietales.

« Yeyuno. Las lesiones fueron similares en los tres animales con denudacion y pérdida
de vellosidades, necrosis transmural intensa con mayor afectacion del borde antimesentérico, y

afectacion de capas musculares y de ganglios nerviosos mioentéricos.
« {leon. Lesiones similares a las del yeyuno.

« Colon. Uno de los animales presentd congestion aguda y necrosis de la mucosa,
mientras que dos -66,7%- mostraron lesiones moderadas con pérdida parcial del epitelio de

revestimiento superficial.

4.12.2. SERIE IX, 10 hembras sometidas a 60 minutos de isquemia y 30 minutos de reperfusion,

tratadas con soluciOn salina.

En la serie IX fallecieron cuatro animales y seis sobrevivieron hasta el sacrificio a las 9

semanas

« Higado. Sin alteraciones valorables en ningun caso.
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« Rifiones. Sin alteraciones valorables en ninguno de los animales

« Pulmones. Los cuatro animales -100%- fallecidos presentaron congestion vascular

aguda. :

¢ Pancreas. Sin alteraciones valorables en ningin caso. I

« Ganglios linfaticos mesentéricos. Sin alteraciones valorables erll ningln caso.

« AMC. Debido al corto tiempo transcurrido entre la reperfusion y la muerte, no
aparecieron adherencias grasas en ninguno de los cuatro casos. La artéﬁa se mostro siempre

totalmente permeable, y sin lesiones parietales. :

" Yeyuno. Macroscopicamente todos presentaron congestion severa. Microscopicamente
lesiones epiteliales severas con pérdida del epitelio vellositario y glandulas de la lamina propia.

Las lesiones fueron mﬁy similares a las de los animales fallecidos de la serie IV.

» fleon. Lesiones similares a las del yeyuno. i

« Colon. Alteraciones epiteliales leves en todos los casos, sin alcanzar inviabilidad

manifiesta.

4.12.3. SERIE XL, 10 hembras sometidas a 60 minutos de isquemia y 30 minutos de reperfusion,
tratadas con SOD. |

En la serie XI murieron dos animales y sobrevivieron ocho durante las 9 semanas

posteriores, hasta el momento del sacrificio.
« Higado. Sin alteraciones valorables en ninguno de los animales.
« Rifiones. Sin alteraciones valorables.
« Pulmones. Congestion vascular en ambos ¢asos.
« Pancreas. Sin alteraciones valorables en ningin caso.
« Ganglios linfaticos mesentéricos. Sin alteraciones valorables en ningun caso.

« AMC. Debido al corto tiempo transcurrido entre la reperfusion y la muerte, no
aparecieron adherencias grasas en ninguno de los casos. La arteria se mostro permeable en todos

los casos, y sin lesiones parietales. i
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» Yeyuno. Congestion vascular con necrosis vellositaria y denudacion del epitelio de

revestimiento de revestimiento. Hemorragias en sibana en la mucosa en ambos ¢asos.
+ Ileon. Lesiones similares a las del yeyuno.

» Colon. Unicamente uno de los animales mostré necrosis transmural, mientras que en

el otro no aparecieron alteraciones valorables. i

4.12.4. RESULTADOS COMPARATIVOS EN ELGRUPO DE TRATAMIENTO.

Los resultados expuestos en la tabla 49 muestran que los porcentajes de las lesiones son
parecidos en animales a los que se les administr6 placebo -series VIII y X- y los tratados con
SOD. También se aprecia que los animales fallecidos, ademas de presentar lesiones a nivel

intestinal, muestran alteraciones especialmente en pulmon.

Los animales de la serie X -machos tratados con SOD-, sobreviven todos al proceso
isquémico, a diferencia de lo que sucedi6 con la serie XI -hembras tratadas con SOD-, donde

se presentd un 20% de mortalidad.

SERIES EXPERIMENTALES

TEJIDO Vil X | XI
Higado 1(34%) (0%) | 0(0%)
Rifiones 1(34%) 0(0%) ! 0(0%)
Pulmones 3(100%) 4(100%) 2(100%)
Pincreas 0(0%) 0(0%) _ 0(0%)
AMC 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Ganglios 0(0%) 0(0%) | 0(0%)
Yeyuno 3(100%) C 4(100%) L 2(100%)
Tleon 3(100%) 4(100%) j 2(100%)
Colon 3(100%) 4(100%) 1(50%)

Tabla 49.- Numero de animales, con los porcentajes relativos, de los grupos de fallecidos
de cada serie, en los que aparecen lesiones histologicas para cada uno de los 6rganos estudiados.

-150-



4, RESULTADOS

4.13. CONCENTRACION DE MDA EN INTESTINO. TEST DEL TBA.

A) Curva patron .

i
Las concentraciones de MDA se determinaron mediante el test del TBA seguin se ha
descrito en el apartado 3.2.10.1. del método. Se determiné, en prnimer lugar, la curva patron,
haciendo diluciones seriadas 1:1, y partiendo de concentraciones conoé:idas de MDA. Cada
punto representado en la figura 42 corresponde a la densidad optica -al:)sorbancia a 535 nm-
obtenida para cada concentracién de MDA. Con estos puntos se construyé la recta de regresion
y se define, mediante el coeficiente de regresion, el grado con el que dlcha recta representa a la
mencionada nube de puntos -grado de asociacion lineal-. En la misma figura se muestra la
ecuacién de la recta y el coeficiente de determinacion lineal, cuyo valor R? es igual a 0,987,
significa que el 98,7% de la variacién total de las absorbancias es explicado por la recta de

regresion. .
|

3 _ y—2,;64[)l(+0,|558
T
R2=0,-98

Absorbancias
.,,_‘
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Figura 42.- Recta de regresion de la curva patron.

B) Determinacion de MDA en intestino.

Las concentraciones de MDA se valoraron mediante la técnica i vitro del test del TBA
utilizando los animales de las series X1I, X1IT y X1V, correspondientes a un grupo de control
-serie XII- en el que no se les realizo proceso isquémico, otro grupo sometidos a 30 minutos de

reperfusion con tratamiento de SOD -serie X1II- segin apartado 3.2.8..de la metodologia y un
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tercer grupo sometido a isquemia reperfusion -serie XIV-, segiin se explica en el punto 3 .4.1.
para la cuantificacién de MDA libre. Con la densidad optica de cada muestra intestinal sometida
al test del TBA, se calcularon las concentraciones de MDA con la ecuacion de la recta patrdn,
efectuando las correcciones debidas a las diluciones.
1
C) Calculos. "
La relacion existente entre los valores de las absorbancias y la concentracion de MDA

en nM viene definida por la formula:

nM MDA/g. de tejido= (DOs;5.-2)/b x mi tampon fosfato/mg. de tejido x 1/0,14 x 1000,

siendo los resuitados de valores:

- DOg;s o> €l valor de cada una de las absorbancias, obtenidas de la lectura del

espectrofotometro.
- 4, el valor del punto de la ordenada en el origen. En la recta, a=0,1558.
- b, el valor de la pendiente de la recta. En la recta, b=2,764.

D) Estudio estadistico.

Mediante esta técnica no se pueden determinar las concentraciones de MDA cuya lectura
en absorbancias sea menor o igual al coeficiente a de la ecuacion de la recta de regresién -
a=0,1558-, de manera que las concentraciones de MDA en los animales de la serie XII -que se
utilizo como control en este estudio- y en los de la serie XIlI -tratada con SOD- figuran como

indetectables.

Los resultados no vulneran el supuesto de normalidad -test de Shapiro-WiIks p=0,43-,
sin embargo se aprecia una ligera asimetria en el diagrama de boxplot -figura 43-, con una
mediana de 4,15 nM MDA/g de tejido, cuando la media aritmética es de 4,51 nM MDA/g de

tejido.

Dado el niimero de casos empleados, y la asimetria de la distribucion de datos, es mas
adecuado el empleo del IQR como medida de dispersion, que corresponde al intervalo
comprendido entre los 3,571 y los 5,535 nM MDA/g de tejido en el cual se encuentran el 50%
de los datos, mientras que el 100% de los individuos esta contenido entre 2,44 nM MDA /g.
de tejido y 7,35 nM MDA/ g de tejido intestinal, no encontrandose por ningn extremo valores

adyacentes.
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SERIE XII SERIE XIII SERIE XIV
Absorbancia nM MDA Absorbancia nM MDA Absorbancia nM MDA

0,011 Indetectable 0,043 Indetectable 0,207 2,646
0,066 Indetectable 0,027 Indetectable 0,290 6,936
0,026 Indetectable 0,085 Indetectable 0,234 4,042
0,097 Indetectable 0,065 Indetectable 0,263 5,541
0,037 Indetectable 0,048 Indetectable 0,237 4,197
0,071 Indetectable 0,080 Indetectable 0,203 2,439
0,082 Indetectable 0,036 Indetectable 0,298 7,350
0,049 Indetectable 0,121 Indetectable 0,225 3,577
0,015 Indetectable 0,089 Indetectable 0,232 3,938
0,044 Indetectable 0,047 Indetectable 0,243 4,507

Tabla 50. Valores de las absorbancias y concentracion de MDA por gramo de tejido,
para cada uno de los grupos de la muestra.

N ~ — = — = -~ —
e - - e

Wl — — —

23 4
nM MDA/ g. de tejido

‘ Figura 43.- Representacion mediante diagrama boxplot del valor de la
mediana para la concentracion de MDA, en la serie XIV -serie experimental de I/R-.

-153-



5. DISCUSION

5. DISCUSION

5.1. CURVA DE SUPERVIVENCIA.

5.1.1. TASAS DE SUPERVIVENCIA. RELACION CON EL TIEMPO DE ISQUEMIA.

Las consecuencias, tras un proceso de /R de la AMC quedan evidenciadas en el estudio
de supervivencia, en que se sometio a ratas de.ambos sexos a diferentes tiempos de isquemia.
En el punto 4.1, se observa que el indice de supervivencia de las serigs se va reduciendo a
medida que se prolonga el tiempo de isquemia. Con tiempos de 15 minutos la supervivencia se
mantuvo en el 100%; después de 60 minutos se obtuvo una mortalidad aproximada del 50%,;
y el 100% de mortalidad se consiguié a los 180 minutos de isquemia, comprobandose una

tendencia clara de aumento de la mortalidad a medida que se prolongaba la isquemia.

Fl estudio estadistico de la supervivencia, mediante el método de :xz pone de manifiesto
el papel primordial del factor pues constituye una variable muy determinante en el estudio de
la evolucion de la supervivencia. Se encontraron diferencias significativas de supervivencia entre
la serie IT y las series V, VI y VII; en cambio los resultados no fueron sign?iﬁcativos al comparar
la serie II con las series III y IV. Al estudiar los resultados de las tasas de supervivencia
obtenidos en las diferentes series, se comprueba que es el tiempo el qile rige los mveles de
supervivencia; en efecto, cuando se prolongan los periodos de isquemia los indices de
supervivencia disminuyen paulatinamente. El tiempo, a la vez que modiﬁ(::a la supervivencia, es
responsables de las lesiones histologicas que se producen. En las series de tiempo de isquemia
mias prolongado se observaron tasas mas altas de mortalidad, y también se pudo comprobar un
aumento importante en la gravedad de las lesiones, tanto macroscépicas como microscopicas,

segun se refleja en los puntos 4.7y 4.9.

En la bibliografia consultada, y en relacion con la implicacion del tiempo de isquemia en
la mortalidad, solo se han encontrado dos trabajos en los que se hace un seguimiento de la
evolucion de la isquemia en diferentes tiempos. En el primero, realizado en conejos, los autores
hallaron una relacion directa entre el tiempo de oclusién mesentérica, la gljavedad de las lesiones

y el aumento de la mortalidad'>. Carnés ef al’>  publicaron, en 1997, el perfil de la
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supervivencia para cuatro periodos de tiempo diferentes de isquemia en ratas, encontrando
significacion estadistica de la mortalidad, al compararlos con animales pertenecientes a la serie
Sham. Martinez et al.* encontraron, en clinica humana que los porcentajes de fallecimientos se
incrementaban progresivamente al aumentar el tiempo de isquemia, ‘observando que los
porcentajes alcanzados eran maximos tras 60 horas de isquemia y que, transcurrido este tiempo,

descendian bruscamente hasta niveles inferiores al 4%.

No existe un consenso claro cuando se habla de porcentajes de muerte con respecto a
un determinado tiempo de oclusion. Fernandez , Martinez y Vega™ sometieron a ratas hembras
control a pinzamiento temporal de la AMC durante 30 minutos, obteniendo una mortalidad del
93% a las 24 horas de la retirada del clamp, mientras que Sun, Farias y Markov® obtuvieron una
mortalidad del 43% a las 48 horas en ratas macho con 30 minutos de isquemia. Boyd er al.'"*,
sometieron a hamsters a 30 minutos de isquemia mesentérica obteniendo una supervivencia del
25%. Sawchuck er al.®® sometieron a ratas macho a 90 minutos de pinzamiento arterial,
obteniendo unos resultados del 15% de supervivencia tras 48 horas de repermeabilizacion. Ben-
Dahan et al.*? prolongaron el tiempo de oclusion vascular y pinzaron la arteria mesentérica a
ratas durante 120 minutos encontrando una mortalidad del 34% tras 24 horas de observacion;
resultados parecidos fueron los de Boornstein, Dacey y Cronenwett®’, quiénes, utilizando ratas,
obtuvieron una mortalidad del 24% a las 48 horas de la revascularizacion, i:)ara el mismo tiempo

de isquemia.

t

Considerando estos trabajos se advierte que no esta determinada una tasa letal media
aproximada. Se observa que los autores obtienen diferentes porcentajes de supervivencia para
diferentes tiempos de IMA. Puede ser significativo, en algunos casos, las grandes diferencias de
mortalidad sefialadas por distintos autores, que emplean los mismos animales. Asi, mientras que
Fernandez, Martinez y Vega encuentran una tasa de supervivencia de solo el 7%, Sun, Fanas
y Markov, tras el doble de tiempo de observacion, encuentran un porcentaje que se aproxima
el 60%, resultados simlilares a los obtenidos en el presente trabajo, donde se aprecia, sin
distincion de sexos, que la supervivencia es del 85%. Si bien existe un desacuerdo patente entre
los autores sobre la relacion tiempo de isquemia-supervivencia, todos comparten la idea de que

|
existe un incremento de la mortalidad cuanto mayor es el tiempo de anoxia intestinal.

No hay acuerdo claro en relacion con el tiempo de isquemia aproximado que se ha de

aplicar para experimentar el efecto de algin tratamiento y, ademas existen tratamientos aplicados
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durante un amplio espectro de tiempo..Debido a estas discrepancias entre los porcentajes de
mortalidad y la tasa media de letalidad, se decidio realizar una curva de supervivencia que se
aproximase a las condiciones estandar, con animales en edad adulta, de peso homogéneo y
diferenciando el sexo, con el fin de interpretar la respuesta de ambos grupos de animales. Los
tiempos se escogieron en funcion de los resultados y de las tasas de mortalidad descritas en la

literatura, extrapolando estadisticamente los valores extremos de letalidad 0 y letalidad 100.

Sobre las lesiones histolagicas, existen numerosos trabajos que demuestran la relacion
directa de las lesiones con el tiempo de isquemia. Con los resultados del presente estudio, se
definié la curva de mortalidad de los animales sometidos a diferentes tiefnpos de isquemia, en
la que se pone de manifiesto, simplemente observando las tasas de supervivencia de cada serie,

|

como el tiempo de ausencia de riego determina ciertos niveles de mortalidad.

En el presente trabajo experimental se definen las tasas de muérte, desde el tiempo
minimo en que un grupo de animales soporta una isquemia intestinal sin existir mortalidad, esto
es, el tiempo de ausencia de riego intestinal en el que las lesiones que se producen son
compatibles con la vida y pueden ser revertidas mediante los sistemas reparadores del
organismo, hasta el tiempo maximo de isquemia, en el que los anirhales sufren lesiones
irreversibles que les conducen a la muerte. Esta precisién de ambos extremios, asi como las tasas
medias de letalidad, pueden ser importantes para la aplicacion de tratamientos y para conocer

el grado de la lesion que padece el individuo.

En la bibliografia revisada no se ha encontrado ningin trabajo Ten el que los autores
escogiesen, como método de comparacion estadistica, el método actuarial. En el presente
trabajo se eligio, porque el nimero de animales por serie era suficiente para dicho método y

ademas porque se considerd importante calcular las tasa de riesgo en cada periodo.

El calculo de las probabilidades de supervivencia, demostr$ estadisticamente la
implicacion del tiempo de isquemia en las esperanzas de supervivencia, observandose un
aumento progresivo de las funciones de riesgo, en cada serie, al comenzar ia repermeabilizacion.
En las series de control -series I y II-, como era de esperar, la funcion de riesgo de muerte se
mantuvo nula, al igual que en la serie III, conservandose asi hasta el final de la expertencia. En
las series IV, V, VI y VII, la frecuencia fue aumentando progresivamente obteniéndose valores

de 0,10, 0,3, 0,42 y 1 respectivamente, dependiendo Unicamente de la variable “tiempo de
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isquemia”.

Igualmente se pudo establecer una relacion clara entre el tiempo y el grado de las

lesiones, que sera abordada mas adelante.

5.1.2. CAUSAS DE 1A MORTALIDAD.

De la bibliografia revisada se deduce que son varios los factores que pueden explicar las
lesiones isquémicas. Desde que en 1980 se implico a los RL como agentes causantes de las
lesiones tisulares y de su responsabilidad en la mortalidad de los individuos, han sido numerosos
los trabajos desarrollados para conocer el funcionamiento bioquimico y fisiologico de estas
moléculas de alta inestabilidad. Hoy esta bien documentado que las lestones producidas por la
isquemia se agravan durante la revascularizacion, precisamente por la accion destructora de los

RL'. |

i

Desde hace afios numerosos autores apoyan la teoria de que los RL son los agentes
primordiales en la produccién de las lesiones isquémicas''® '™ 1! 1%, otros sostienen que las
lesiones mas graves se producen por la propia destruccion celular del tejido durante la

isquemia!®'?; algunos basan su teoria en la accion desmesurada de las células

polimorfonucleares tras la revascularizacion'” '*; por uitimo, un cuarto grupo, basa las altas

tasas de mortalidad en la sepsis generalizada que acompafia al ambiente anaerobio'** '*.
Creemos que todos y cada uno de estos hechos ayudan a comprender mejor €l proceso

15quémico. |

Los RL constituyen un pilar importante en ¢l estudio de los p:rrocesos de /R, y su
neutralizacion es uno de los principales desafios para disminuir las lesiones isquémicas. Se
mantiene que juegan un papel primordial en el agravamiento de las lesiones debido a las
peculiaridades que presentan v a la facilidad con que se generan. Los RL son, posiblemente, los
agentes menos sujetos a control desde el momento en el que se inicia la manipulacion del animal.
Gil et al.™* describieron la lipoperoxidacion de las membranas con tres procederes anestésicos,
lo que aporta una idea sobre la actuacion de los RL. Si durante €l desarrollo del proceso
isquémico y la posterior revascularizacion, se produce una explosion de la produccion de estas
sustancias, es l0gico pensar que su implicacion en las lesiones sea de considerable importancia.

No obstante, la principal duda surge cuando se valora su actividad y si potencialmente son
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capaces de provocar la muerte a un individuo isquémico por si solos.

Ciertamente la accion de los RL es primordial en las lesiones tisulares, no obstante, no
son los Unicos agentes que causan daiios, por ello es dificil demostrar que la mortalidad de los

individuos sea debida su accion exclusiva.

Hasta el momento se han empleado muchas sustancias a bas;e de antioxidantes y
“secuestradores™ de los radicales con el fin de mejorar la supervive:ncia. En el presente trabajo
se encontrd un resultado positivo de reduccion de la mortalidad con el empleo de SOD. No
obstante, los resultados obtenidos por los diferentes autores han sido muy diversos y, la mayoria
de ellos, estan sujetos a las variables dependientes, entre las que desftacan los tiempos de
isquemia, el tipo de antioxidante empleado o la concentracion de éstos. Es evidente que
cualquiera de los trabajos, independientemente de la sustancia utilizada, se produjeron efectos
terapéuticos o protectores considerables, pero al igual que en los hallazgos que aqui se ofrecen

estas mejoras, en general, no resultaron siempre estadisticamente significativas.

La relacion existente entre los procesos de reperfusion, la formacion de RL y la
repercusion de ambos factores en el sistema leucocitario, constituyen en la actualidad una
importante linea de investigacion. La observacion directa y la prevencion de la adhesion de
granulocitos a las 4reas reperfundidas otorga a los neutrofilos un papel importante en las lesiones
tisulares postisquémicas'”’, y aunque el tratamiento con antioxidantes atenva las lesiones
provocadas por la /R, no se puede atribuir exclusivamente la gravedad del proceso a los agentes

oxidantes'*®

La proliferacion bacteriana masiva y la liberacién de endotoxinas que se produce como
consecuencia del microambiente favorable durante la falta de oxigeno, constituye un factor de
importancia. Esta proliferacion bacteriana puede traducirse en una inﬁ;ccién que afecte a la
totalidad del organismo. Como consecuencia, se origina vasodilatacion periférica y aumento del
gasto cardiaco. Todo ello conduce a un fallo multiorganico con afectaé;ién de otros 6rganos.
Fontes ef al.'® demostraron que tras un cuadro experimental de /R se inducia un fallo en la
médula 6sea, provocando a corto plazo una depresion de la granulopbyesis, y por tanto un
aumento de la posibilidad de sepsis generalizada. En estos casos se provocan cambios
histolégicos que revelan una inflamacion sistémica y el intestino muestra signos evidentes de

edema intersticial y de necrosis isquémica’. En el presente trabajo, aunque no se valoro de
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manera directa la presencia de bacterias como consecuencia de la isquemta, se hizo un
seguimiento de los animales que presentaron gas intestinal después del periodo isquémico. Segin
se describe en el apartado 4. se encontré una relacion directa entre el mayor tiempo de isquemia
y la presencia abundante de gas, apareciendo en diecisiete de los veinte individuos de la serie VI
-120 minutos de isquemia- y en diecinueve de los veinte animales de la série VII -180 minutos

de isquemia-.

Tgualmente, segiin se detalla en el apartado 4.12, se contrastd que las lesiones tisulares
e histoldgicas producidas por la falta de sangre oxigenada, pueden alcanzar un alto grado de
severidad que, en muchas ocasiones, haria inviable la recuperacion del intestino conduciendo a

la muerte.

Los procesos patologicos de I/R, representan una afeccion aguda acompafiada de
lesiones de gran transcendencia y, en muchos casos, del fallecimiento del individuo. Restringir
las causas principales de las lesiones, resulta en cierta parte contradictorio y minimiza la
magnitud del proceso. Si bien es cierto que la reperfusion puede agravar las lesiones, la propia
fase anoxica puede producir un desequilibrio trascendental en la homeostasis del organismo. Por
otro lado, tampoco puede entenderse la lesion isquémica sin considerar la gran cantidad de

cascadas anomalas que se producen con la reentrada de sangre.

Considerando la gran cantidad de factores que participan en este ;cuadro patologico, es
importante conocer la curva de supervivencia en la que se desarrollan las frecuencias de
mortalidad y las tasas de riesgo porque ambas coinciden en un punto de equilibrio. La curva de
supervivencia desvela la existencia de diferencias entre lesiones reversibles-e irreversibles, lo que

determinan la posibilidad de un tratamiento y la posible supervivencia.

Se considera que es importante la utilizacion de tiempos de isquemia que produzcan
letalidad del 50%, para valorar de modo adecuado los efectos de los agentes terapéuticos en el
ambito experimental, sobre la supervivencia en los procesos de I/R. Este punto es de gran
importancia al comparar los resultados entre los diferentes autores, puesto que la signifcacion
de los resultados en cualquier tratamiento puede depender de la reversibilidad de las lesiones
postisquémicas. En estudios experimentales, la tasa de supervivencia es, posiblemente, el mejor

parametro para valorar la eficacia de agentes terapéuticos durante la /R.

La destruccion histologica del tejido afectado, pone de manifiesto, en los animales
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fallecidos, el componente esencial de la lesion isquémica, que no es otro, que la propia privacion

de oxigeno a los tejidos.

5.1.3. LESIONES EN EL ORGANISMO.

Es de gran trascendencia conocer que las lesiones isquémicas no se producen
unicamente en la region hipovascularizada, sino que el proceso influye en el resto de 6rganos,
manifestandose lesiones en algunos de ellos, especialmente en pulmon, y elevandose los valores

normales de enzimas y de otros parametros bioquimicos.

5.2. MORTALIDAD EN FUNCION DEL SEXO Y EL PllilSO.

52.1. IMPLICACION DEL SEXO.

Dentro de los animales de la mismas serie, sometidos todos a los mismos tiempos de
isquemia, la tasa de mortalidad para cada sexo presento diferencias esta?disticas significativas.
La funcién de riesgo siempre aparecié aumentada en las hembras presentando una probabilidad
‘superior de fallecer, con respecto a los machos, para iguales tiempos de isquemia. Estos
resultados se recogen en la tabla 9 en la que se observa, en relacion con todos los tiempos de
isquemia, que la funcién de riesgo es siempre mayor en las hembras, :incluso para series de
tiempo de isquemia relativamente corto. En la serie IV, de 30 minutos de isquernia, los machos
presentan una funcion de riesgo de 0 tras las primeras 12 horas de la reperfusion y las hembras,
para el mismo tiempo presentan una funcion de riesgo de 0,105. Las diferencias aun se hacen

mas patentes en las dos series siguientes, y principalmente en la serie VI, donde los resultados

para machos son de 0,2 y para las hembras de 0,7.

En la revision de la bibliografia no se ha encontrado ningiin trabajo donde se describa un
estudio comparativo por sexos en animales sometidos a IMA experimental. Payan y Conard"'
observaron que existian diferencias significativas de mortalidad en funcion del sexo y de la edad
cuando ligaban la arteria carétida de gerbos; por ello introdujeron una nzueva serie de animales
castrados en la que obtuvo una mortalidad del 57% en machos y 23% en hembras, por lo que

relacioné la muerte entre los sexos con las hormonas gonadales. Koida e al.'** encontraron
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también una mayor tasa de supervivencia en machos que en hembras cuando sometian a hipoxia

cerebral a dos seres de ratones.

En un estudio realizado en 1997 por Bronner y Boissel en 20 pacientes a los que se
diagnostico IMA, en ¢l hospital de Brabois, encontraron un predomini6 de la mortalidad en las
mujeres. Estas presentaron un 80% de mortalidad, mientras que en los hombres se aproximaba
al 45%, lo que inducia a pensar que el sexo femenino ofrecia menorl resistencia al infarto

intestinat'®.

Segtin los resultados publicados por el Instituto Nacional de Estadistica, reflejados en
la tabla 1 del punto 1.8. de la Introduccion, en el afio 1995 se produjeron en Espafia 1972
muertes diagnosticadas como insuficiencia vascular intestinal, de las cuales un 54,9%

correspondieron a mujeres mientras que un 45,1% correspondié a hombres.

Existen numerosas sustancias antioxidantes, que actuando en condiciones fisiologicas
normales, pueden controlar la génesis de RL, protegiendo al organismo. Cano propugno en 1996
que los estrogenos podrian actuar como barredores de RL™ y Zhang en 1998'*° presenté un
trabajo en ratas donde exponia el efecto beneficioso del tratamiento con eé.tradiol en cuadros de

isquemia focal cerebral.

Es muy posible que estos sistemas de proteccion sean completamente ineficaces en casos
de produccion masiva de RL, como en episodios isquémicos y de reperfusion que afectan
masivamente a todo un érgano, puesto que los estrogenos se liberan en cantidades minisculas

y presentan picos temporales de la concentracion.

i

Puede ser significativo la diferente cuantia de antioxidante, especialmente de SOD, que
existen en los tejidos de cada sexo. Marklund cuantificé las isoenzimas de SOD en diferentes
tejidos humanos y encontré que en el duodeno, los niveles de Cu/Zn SOD, determinados en
U/mg de proteina, representaban, aproximadamente, 1/3 mis en mach0$ que en hembras, y lo
mismo ocurria con la Mn SOD!®. Estas diferencias podrian resultar determinantes ante un
aumento brusco e incontrolado de RL durante la fase de la reperfusion. Sl la presencia de SOD
puede limitar las lesiones estructurales e inhibir ciertos procesos de destruccion tisular, es logico

pensar que mayores niveles de concentracion, puedan favorecer la supervivencia.
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5.2.2. IMPLICACION DEL PESO.

’

Algunos estudios experimentales han planteado la hipétesis de uﬁa afectacion diferente
de los cuadros isquémicos segiin el peso de los animales. Ortiz-Lacorzana ef al."* encontraron
diferencias en la tasa de mortalidad cuando compararon animales jovenes de poco peso con
animales adultos, aunque estas diferencias no fueron significativas estadisticamente. En el caso
de las ratas, existe una relacion evidente entre el peso y la edad de los animales, de manera que
ratas de mayor peso, son a su vez las de mayor edad y viceversa. Segun el trabajo anterior, las
ratas més jOvenes presentarian una tasa de mortalidad algo superior con re::specto a las de mayor

edad. Por tanto existen diferencias en la curva de mortalidad segun las variables consideradas.

En el punto 4.2. del apartado de resultados se exponen las diferencias encontradas
cuando se realizo el estudio estadistico de supervivencia separando a los animales de cada serie
segun el peso corporal. Se intentd encontrar alguna relacién entre el peso de los animales y la
mortalidad. Si bien los resultados hallados muestran leves diferencias en la frecuencia de
supervivencia y en la funcién de riesgo, la valoracion estadistica de las variables categoricas
resultd no significativa para cualquiera de las series. Este hecho no contradice la hipotesis de
Ortiz-Lacorzana et al. puesto que en el presente trabajo se utilizo una barrera de peso mﬁy
ajustada, y siempre comprendida en los parametros fijados en la metodok)gia del trabajo -pesos
comprendidos entre 240 y 300 g y edad entre 9 y 12 semanas- con lo que apenas se
manifestaban diferencias en la edad o €l peso, ¢ incluso los extremos inferior y superior de cada
intervalo llegan a solaparse. Este analisis estadistico se introdujo para descartar que las
diferencias de mortalidad encontradas entre animales de sexo diferente pudieran ser debidas a
diferencias en los pesos; de elio se deduce directamente la implicacion de la variable

independiente sexo en la curva de supervivencia.

A la vista de los resultados, no se puede descartar que, siguiendo la metodologia del
presente trabajo, no se encontrasen diferencias significativas empleando animales de peso y edad
muy diferentes. Es una via que queda abierta para otros posibles trabajos y para esclarecer ain

mias las diferentes tasa de motalidad para sujetos de distintas caracteristicas fisicas.

Igualmente, para reducir las posibles diferencias entre diferentes lotes de animales, para
el presente trabajo se seleccionaron camadas homogéneas en peso y edad. Esta caracteristica
reducia al maximo las diferencias genéticas entre los animales, teniendo posibilidades muy
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similares de sufrir el mismo efecto tras el episodio de isquemia.

Segun se indico en un trabajo publicado en 1998

, aunque las variables dependientes
como peso, edad o procedencia de los animales, fueron reducidas y controladas al maximo,
empleando animales de caracteristicas homogéneas, se manifestaron diferencias significativas
entre ambos sexos en todos los perfodos de isquemia -excepto l0gicamente en aquellos en los
que la mortalidad fue nula y el tiempo de isquemia no alcanz6 el umbral de la mortalidad como
en las series I, Il y Il y en la serie de letalidad 100%, serie VII-. Actualmeﬁte se disefian nuevos

experimentos para determinar las causas concretas de estas diferencias. :

La hipotesis inicial de trabajo sobre esta variable queda confirmada puesto que se han
dado diferencias estadisticamente significativas en la mortalidad de machos y hembras. El peso
corporal no interviene directamente en la mortalidad de los animales para intervalos estrechos

de pesos como los utilizados en este trabajo.

5.3. ALTERACIONES FISIOLOGICAS.

Dificilmente pueden compararse las lesiones intestinales y multiorgdnicas que se
producen después de un periodo de isquemia mesentérica con las de| otros tejidos, por su
particularidad estructural y funcional. La gravedad de las lesiones prodﬁcidas tras la isquemia

intestinal, vienen condicionadas, en gran medida por el tiempo de anoxia tisular.

5.3.1. ESTADO ANESTESICO.

Después de revisar numerosos modelos experimentales basados en la oclusién temporal
de la AMC, se comprobé que, practicamente, en ninguno se menciona ei estado anestésico del
animal. Los autores se limitan a mencionar el fairmaco inductor predominando en la gran
mayoria, €l uso de pentobarbital sodico, seguido del empleo de ketamina. En el presente trabajo
se utilizd una mezcla de ketamina, diazepam y sulfato de atropina, segun se detalla en el punto
3.1.3. con los que, dadas sus propiedades farmacologicas, analgésicas, miorelajantes y
ansioliticas, se obtuvo un estado de relajacion muy favorable para los prolongados procesos de
intervencion quirirgica, especialmente en las series de mayor duracion del tiempo de isquemia

y en las series de tratamiento.
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El periodo postoperatorio inmediato constituye un lapso de cambios funcionales en el
individuo, producido por la reversion farmacolégica de los agentes anestésicos y los cambios

fisiologicos dinamicos, como consecuencia del traumatismo quiriirgico'®.

En un principio, el estudio del despertar anestésico se realizé de;manera conjunta para
todos los individuos sin discriminacion de sexos, y posteriormente se incorpord esta varnable
categoérica, cuando se observo una evolucion significativamente diferente entre los machos y las

hembras. ;

Cuando se analizo el tiempo del despertar anestésico en animales dje diferentes series, sin
tener en cuenta el sexo, mediante test de ANOVA, no aparecieron diferencias significativas entre
las series, hecho corroborado por el test de Bonferroni, segun se detalla en el apartado 4.4.1.
Es importante sefialar que existe un aumento del tiempo medio del despertar entre la serie Sham
operation y el resto de las series experimentales, ampliandose en gran medida los limites del
periodo de confianza para cada serie. Estos resultados implican que existe un ligero aumento
del tiempo de despertar anestésico tras la isquemia reperfusion, pero que en ningun caso se

contradice la hipotesis nula.

Tan solo se encontrd un trabajo en la revision bibliografica, en el que se realizo un
seguimiento postoperatorio y se valoré el efecto de la anestesia y el tiempo de despertar de los
animales tras oclusion de la AMC. Guijarro ef al.'* encontraron diferencias significativas entre
algunos grupos de conejos sometidos a I/R intestinal, cuando compararon serie a serie los

tiempos de salida anestésica mediante la t de Student.

Aunque ¢l efecto anestésico desaparece en pocos minutos, tras ﬁnalizm la intervencion
quirtirgica, posiblemente el efecto traumatico de la operacion puede teﬁer alguna implicacion
en la evolucion del despertar anestésico, de esta manera se explicaria un leve aumento del tiempo
medio de respuesta. En el efecto traumatico se incluiria la produccién de endotoxinas
bacterianas y la proliferacién bacteriana, la gravedad de las lesiones, tanto intestinales como
sistémicas; la disfuncién de la circulacion sistémica, la disminucion de los sistemas
detoxificadores del organismo; asi como la innumerable cantidad de procesos anémalos que
desencadena el infarto intestinal y, en definitiva, la alteracion de la homeostasis del organismo.
Un punto a tener en cuenta segin el método experimental del presente trabajo es que a los

animales de las series VI 'y VII se les administrd posteriormente una concentracion adicional de
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anestesia con el fin de que no despertasen durante la intervencion, de manera que el aumento
del tiempo de isquemia corresponde a un mayor tiempo en estado anestésico, con un mayor

consumo o metabolizacion de factores anestésicos.

Cuando este estudio se llevo a cabo en los animales de diferente sexo pertenecientes a
la misma serie, se encontraron entre ellos diferencias significativas. Salivo en la serie II donde
la diferencia entre machos y hembras fue ligeramente significativa, con una p de 0,048, en el
resto de las sertes se obtuvieron grados de significacion muy pronun(;:iados, siendo los mas
destacados los de las series V y VI, en las que el valor de p fue de 0 y 0,001 respectivamente.
Puesto que los machos son mis resistentes que las hembras a isquemia meéentén'ca, y puesto que
esta resistencia parece otorgarles una ventaja -las lesiones menos sever:as y ¢l cuadro andxico
menos traumatico-, se explicaria un menor tiempo en estado anestésico para los machos tras

finalizar la intervencion. ‘

5.3.2. ESTADO POSTOPERATORIO.

Todo proceso patologico requiere un tiempo de recuperacion en el que el individuo

presenta facultades mas o menos mermadas, en funcion de la gravedad del mismo.

Para definir el estado de los animales tras la intervencion experirpental, nos basamos en
las directrices de reconocimiento de dolor y enfermedad, elaboradas por Morton y Griffiths'*,;
mediante ellas se determiné el patron de comportamiento frente a estimulos externos y la
apariencia del animal. I

Uno de los primeros sintomas que se manifiestan durante la isquemia mesentérica aguda
es la presencia de dolor abdominal difuso, agudo y permanente® y por ell(j), basandonos en dicha
sintomatologia, se pudo catalogar el estado de los animales tras Ia récuperacic’m del estado
anestésico. Entre las sustancias mas importantes que participan en la cadena nociceptiva que se
produce tras la isquemia, cabe destacar la bradiquinina, sustancia liberada durante la isquemia
y la inflamacion’*!| que es capaz de estimular las vias aferentes que llegan al intestino; las
prostaglandinas que se liberan durante la cascada de destruccion masiva del tejido intestinal'®,
y otros factores quimicos locales liberados como consecuencia de la anoxia, como el lactato, la

143

elevacion parcial del CO, en los tejidos o la concentracion de iones hidrogeno™. Todos ellos

son factores capaces de estimular las fibras nerviosas aferentes del intestino. Estas sustancias
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producen en el animal un efecto de malestar general, con decaimiento del ritmo fisiolégico
normal y modificacién del comportamiento lo que explica la presencia de animales con
crizamiento del pelo y ausencia de movimientos, caracteristicas, K que se manifestaron
especialmente en animales supervivientes, tanto los que revirtieron el proceso patoldgico, como

los que murieron en las horas posteriores a la reperfusion.
5.3.3. RECUPERACION DE LA ACTIVIDAD FISIOLOGICA NORMAL.

La gravedad de las lesiones ocasionadas por la ausencia de riego en el intestino
contribuye de manera fundamental a la recuperacion de la actividad normal del organismo. Si
ya de por si, el hecho de la intervencion quiriirgica supone una modificacion importante en el
biorritmo normal, la provocacion experimental de una lesion aguda seria causa principal de una
mayor alteracién, y de una recuperacién mas lenta. Cuando se observaron las variables “tiempo
que tardan en ingerir alimento”, “tiempo que tardan en ingerir liquido” y “tiempo transcurrido
hasta la primera deposicion”, se observo que a medida que el tiempo de isquemia era mayor, se
reducia considerablemente el porcentaje de animales que se recuperaban en las primeras horas
de la reperfusién. En el apartado 4.5. de resultados, se detallan las tablas con los porcentajes de
animales que comieron bebieron o realizaron deposiciones en las primeras horas depués de la
intervencién, observandose en todas ellas que a medida que el tiempo de oclusion arterial se hizo
mayor, el reestablecimiento de las caracteristicas fisioldgicas se enlentelce. Los resuitados mas
significativos se producen en las 24 horas del postoperatorio, con porcentajes que van

disminuyendo a medida que el tiempo de isquermia se hace mayor. '

Las lesiones intestinales y sistémicas, mas intensas, asociadas a la isquemia -edema
intersticial, destruccién vellositaria, etcétera- explicarian una recuperacion mas lenta en la
ingesta de alimento y liquido. Una destruccidon de las fibras muscul%ares del intestino y las
lesiones en la cadena nerviosa entérica explicarian ¢l retraso en la defecacion de los animales.
En el apartado 4.5.3. se detallan estos resultados. Tras 24 horas de reperfusion, el 100% de los
animales realizaron deposiciones, en el caso de la serie IV; en el mismo tiempo de observacidn,
este porcentaje disminuyé hasta el 80% de los animales; en la serie V :se redujo hasta el 60%;
en la serie VI volvio a descender hasta hacerse nula en la serie VII, donde ningun animal defeco,

en este caso, muy probablemente, debido al periodo corto de supervivencia.

1
|
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Guijarro er al.'*® hallaron en conejos diferencias de recuperacion de la ingesta de
alimento y de liquido en distintas series, con diferentes tiempos de isquemia. En el presente
trabajo también se encontraron diferencias entre las series con menos tiempo de isquemia y las

series de isquemia mas prolongada, tanto en la ingesta de alimento como en'la ingesta de liquido.

Es facilmente comprensible que las lesiones provocadas en la muéosa intestinal pueden
afectar de manera directa a la recuperacion de la ingesta y de la defecacion; pero resulta
complicado explicar la relacion directa con la supervivencia de los anima;les. Los animales que
murieron antes de salir del estado anestésico, evidentemente no ingiﬁeron ningun tipo de
alimento ni liquido, pero los animales que lograron revertir temporaimente el efecto isquémico
durante unas horas y sobrevivieron durante algin periodo comprendido er;ltre el momento de la
reperfusion y la barrera critica de las 60 horas, ingirieron tanto liquido como alimento. Puede
observarse en las tablas 13 y 14 de los puntos 4.5.1. y 4.5.2 del apartado de resultados, que la
recuperacion de la ingesta de alimentos fue mas retardada que la de liquid:os en todas las series.
Cabe destacar el hecho de que ninguno de los animales que fallecio entre las O horas de la
reperfusion y las 48 horas, ingiri¢ alimento solido ni agua, siendo, esto ultimo lo mas
sorprendente, por lo tanto, ademas de las lesiones que acompaiian a la /R, una de las causas de
muerte puede estar en la deshidratacion del animal, asociada a la incapacicllad de ingerir liquido.
En cambio todos los animales supervivientes ingirieron liquido a la;s pocas horas de la

reperfusion.

La defecacion también se manifiesta estrechamente relacionada con las lesiones en el
intestino y posiblemente esté directamente relacionada con la viabilidad del sistema nervioso del
propio intestino. El sistema nervioso auténomo y entérico rigen los movimientos peristalticos
del intestino, imprescindibles para la digestion y el desplazamiento del contenido intestinal.
Ninguno de los animales que murio en el intervalo critico realizé deposiciones de heces, por lo
tanto, este hecho puede ser una manifestacion indirecta de una alteracion severa de la red

nerviosa intestinal, hecho corroborado por el estudio microscopico de las muestras.

La presencia de hemorragia en heces, es comprensible por la destruccion masiva de las
diferentes capas del intestino, junto con una extravasacion hacia el lumen de la sangre que se
mezcla con las heces. Valdivieso ef al., tras un seguimiento de 15 :enfemlos confirma la
presencia de heces hemorragicas en algunos de ellos®. Igualmente destaca la presencia de

vOmitos en el 67% de los casos, hecho imposible de constatar en estudios con ratas, puesto que

-167-



5. DISCUSION

debido a la disposicion anatomica del esofago y el estomago de estos animales, no presentan
vomito™*. '

Los animales que superaron la barrera de las 60 horas, habian recuperado por completo
la actividad fisioldgica normal y evolucionaron sin alteraciones hasta el momento del sacrificio,
hecho contrastado con la evolucion semanal de los pesos y la generai ausencia de lesiones
permanentes de importancia en el estudio patologico, tanto macrosc()pido COmMo microscopico

realizado tras las 9 semanas de supervivencia. !

5.3.4. EVOLUCION DEL PESO. i

La rata mantiene, en estado normal, una tasa de aumento constante de peso, y de
tamario, hasta los ultimos meses de vida, apreciandose un claro dimorfismo sexual, segin el cual

los machos presentan una mayor medida ponderal con respecto a las hembras.

Todos los animales de las series experimentales incluidas en el estudio de supervivencia
-a excepcion de las series 1 y 1I- presentaron un descenso moderado de peso tras la primera
semana de observacion, reflejado en un descenso de la media. Esta caida moderada del peso, no
significativa estadisticamente, fue revertida en la semana segunda de oﬁservacién, si bien este
aumento tampoco resulté significativo. En las semanas posteriores esta tendencia ascendente
se mantuvo constante, resultando estadisticamente significativa respecto a Ilas medidas realizadas

en las 2 primeras semanas.

La explicacion de este hecho puede encontrarse en la evolucion del proceso patologico
durante la primera semana. Como se ha sefialado anteriormente, existe ;una barrera hipotética
en las 60 horas posteriores a la reperfusion, segin la cual, cualquier animal capaz de sobrevivir
ese tiempo tiene una probabilidad absoluta de no morir y revertir el cuadro isquémico, por
consiguiente, es evidente que existe una fase critica de riesgo de rrimerte que resultd ser
independiente del tiempo de isquemia. Durante este tiempo, y hasta alcanzar la primera semana,
el animal se enfrenta al hecho de recuperar la homeostasis perdida como consecuencia del infarto
intestinal, afiadiendo a este aspecto una alteracion en la ingesta de nutﬁentes, valorada en el
punto anterior. Por lo tanto, es logico que haya un debilitamiento gene;ral del organismo, con

mayor consumo de energia y recuperacion del proceso patologico agudo.
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Transcurrido el proceso de recuperacion, el animal entra en una dinamica de tendencia
general, y mantiene el ritmo de crecimiento ponderal habitual, siendo total la recuperacion de

los animales en el estudio realizado al ser sacrificados a las 9 semanas. |

5.4, ALTERACIONES DE LAS CONSTANTES BIOQUIMICAS.

Una de las principales causas de la elevada mortalidad que produce el sindrome
isquémico del intestino en el hombre se debe a la dificultad de un diagnostico precoz'®. La
isquemnia intestinal no tiene un patrén definido de alteraciones, que la hagan identificable de
inmediato, basandose en pruebas bioquimicas. Gonze ef al.'* encontraron en 1997 un aumento
significativo de D-lactato en el suero de ratas sometidas a I/R mesentérica y apuntaron la idea
de que el descubrimiento podia tener gran importancia como marcador del proceso patologico,
actuando como agente diferenciador del infarto intestinal, lo que podria facilitar el tratamiento

haciendo el proceso reversible antes de que el intestino se tornase invial?le.

En el presente trabajo se cuantificaron los parametros bioguimicos en una serie
experimental de ratas macho -serie XIV- sometidas a isquemia intestinal durante 90 minutos y
con toma de muestras tras 30 minutos de reperfusion, encontrando diferencias significativas con
respecto a las serie control -serie I- y Sham operation -serie II-, en la malyon'a de las sustancias
analizadas, como la LDH, la CPK, la ALT y la AST, enzimas séricas en las que Sachs'”’
encuentra valores aumentados signiﬁcativamer&e en enfermos con isquemia intestinal. A

continuacidn se detalla cada uno de los parametros bioquimicos analizados.

5.4.1. SUSTRATOS ENZIMATICOS.

Cuando se analizaron los resultados de la serie control y los de la serie Sham operation,
no aparecio ningunal diferencia significativa en ninguno de los paré.metr:os bioquimicos -CPK,
GGT, LDH, AST, ALT, creatinina, urea, Na* y K'-, independientemente ae si se utilizo el t-test
o la U de Mann-Whitney, segun la realizacion previa del test de Shapiro-Wilks para el calculo
de bondad de ajuste a una distribucion normal. Estos resultados ponen de manifiesto la
recuperacion total de los individuos Sham tras las 9 semanas de observacion, apoyado por los

resultados de la supervivencia, al no darse ningun caso de fallecimiento. En cambio las
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diferencias cuantitativas fueron patentes entre los individuos control y los individuos de la serie

isquémica -serie XIV-.

* CPK. Cuando se compararon estadisticamente los resultados de:los valores de la CPK
entre la serte control -serie I- y XIV, se encontraron diferencias altamente significativas.
Mientras que los valores de CPK en la serie control, oscilaron entre 171 y 199 UI/, los valores
medios de 1a serie isquémica fueron 1429 (DE=337) U/, lo que pone de manifiesto una relacion
del proceso isquémico en la subida de dicha enzima, resultados que coincide plenamente con los
encontrados por Graeber e al.'*®, quienes tras someter a perros a infarto intestinal, cuantificaron
los niveles de CPK total en suero y ademas valoraron mediante electroforesis la alteracién de

las isoenzimas de la CPK.

La CPK es una enzima que aparece, generalmente, muy aumentada en sindromes
isquémicos de cualquier parte del organismo, asi Smith ef al.'* encuentran una elevacion
importante tras /R cardiaca, empleando sus valores para el calculo del porcentaje del area
infartada y Das et al.'* encuentran también una elevacion plasmatica de [a creatinina quinasa en
cerdos, cuando estudian las alteraciones inducidas en la estructura de Ja membrana celular
mediante I/R. La CPK es una enzima eminentemente muscular qué cataliza la reaccion
exergonica de transferencia de un grupo fosforilo de la fosfocreatina a una molécula de ADP,
liberandose al medio creatina y ATP**' lo que explicaria su aumento en la serie de isquemia
intestinal -serie XIV- por dos causas:

* destruccion de la pared muscular como consecuencia de la incision abdominal realizada

durante la intervencion,

* por la destruccion masiva de las fibras del musculo liso del intestino como consecuencia

de la anoxia, relacionada directamente con el tiempo de oclusion vascular.

Si se observa la representacion del diagrama de boxplot para los niveles de la CPK, se
aprecia una distribucion de los percentiles, e incluso un valor del IQR realmente estrecho en la

serie control, indicando una escasa variabilidad de resultados.

* _DH. De unos niveles medios comprendidos entre 138 y 238 UL/, para la serie control,
ascendid, en la serie experimental, hasta un valor medio de 719 (DE=88), resultando las
diferencias del estudio estadistico altamente significativas. Sanchez Lozano menciona una

modificacion sensible de los niveles de LDH cuando somete a isquemia intestinal a perros'*? a
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los que les realiza tomas de sangre antes de la intervencion, durante el episodio isquémico y
después de 60 minutos de reperfusion.

La LDH es una enzima que aparece elevada significativamente en los infartos agudos,

y puesto que cataliza la conversion anaerobia del piruvato en lactato'”

, es explicable su fuerte
incremento a continuacion de un episodio isquémico. En condiciones fisioldgicas normales, el
escaso acido lactico que se produce, via lactico deshidrogenasa, €s tamponado por el

bicarbonato circulante’™

, pero durante la anoxia tisular se favorece el ambiente anaerobio,
ademas, al encontrarse la célula privada de los nutrientes necesarios para su subsistencia, genera

la energia a partir del lactato, aunque el rendimiento sea considerablemente menor.

Para la LDH aparece un IQR sensiblemente amplio en las tres series, aunque el resultado
de modificacion de la enzima puede considerarse especifico del trastorno isquémico ya que los

intervalos de individuos extremos no se solapan.

* Enzimas hepaticas. La GGT, valorada estadisticamente mediante la U de Mann-
Whitney no mostré diferencias significativas entre la serie control y la experimental, con un valor
de p>0,05, resultados similares a los obtenidos por Suso Alea ef al.'> en: perros sometidos a 3
horas de isquemia, lo que indicaria una ausencia de lesiones en el sistema biliar tras una isquemia
mesentérica aguda. En cuanto al analisis de la AST y la ALT, aparecieron diferencias
significativas entre los resultados de la serie experimental y los de la serie control, valorados
estadisticamente mediante la t de Student. Para ambas transaminasas, se ob:serva un IQR amplio,
lo que indica una mayor disparidad de los valores, estando muy proximos a solaparse los casos
extremos de ambas distribuciones. Esto se interpreta como que la elevacion de las transaminasas
tras la isquemia es muy variable y se manifiesta de forma inconstantei e inespecifica. Otros
autores encuentran también una elevacion significativa de ambas enzimas tras 3 horas de

isquemia intestinal en perros'**'*.

La elevacion inespecifica de las transaminasas, enzimas eminentemente he aticas, podria
pec . P p

I}¥, por lo que

deberse a varias causas. En primer lugar, el higado es un 6rgano multifunciona
el simple efecto “toxico™ del complejo anestésico podria ocasionar una desestabilizacion pasajera
de su sistema enzimatico. Ademas, el higado es ia viscera abdominal por la que todas las
sustancias toxicas que se generan durante la anoxia del intestino, via vena porta, van a alcanzar

la circulacidn general, por lo tanto es muy probable que estos metabolitos puedan afectar en
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155 En segundo lugar, las transaminasas se dispararian

mayor o menor grado a su parénquima
debido al caracter multiorganico de las lesiones isquémicas del intestino, afectando directamente
al higado. La liberacion de proteasas y otras enzimas degradativas vertidas al medio como
consecuencia de las lisis celulares, hacen que el organismo ponga en marcha todos los sistemas
detoxificadores, y especialmente los hepaticos, lo que provocaria alteraciones de la homeostasis

hepética y, en consecuencia, en su funcion.

t

Consecuencia de los resultados del estudio de las enzimas hepéticas y conforme con las
publicaciones de otros autores antes mencionadas, se considera que la elevacion de dichas
enzimas no constituye un diagnodstico fiable de la IMA, puesto que la elevacion es altamente
inespecifica y puede deberse a mas de un factor, ajeno a la propia patoiogia isquémica. Ademas,
y segun apuntan Caulin, Isal y Dahan, todos los procesos patoldgicos que cursan con infarto

intestinal producen un aumento de las transaminasas'*®.

542 SUSTRATOS METABOLICOS.

Tanto en los resultados de la creatinina como los de la urea, aparecieron diferencias
significativas. La creatinina, valorada estadisticamente mediante la U de Mann-Whitney,
presentd un valor medio considerablemente elevado de 0,8 (DE=6,2) UK en la serie
experimental -serie XIV-, con respecto al intervalo de confianza de la serie control (0,39-0,57)
Ul/, aunque el boxplot presenta un IQR muy amplio, con solapamiento dé los valores inferiores
con los valores normales. La creatinina es un producto de desecho metabélico, producido por
degradacion de la creatinina muscular y su alteracion en suero refleja un descenso de la funcion

renal y un aumento en la destruccién de células musculares'”

. Esta elevacidn inespecifica puede
ser explicada por la necrosis de fibras musculares -tanto por causa de la incisién como por causa

de la lesion isquémica-.

En el caso de la urea aparece una alteracion inespecifica muy ﬁaja. Los valores de la
mediana, representados en el diagrama de boxplot en el apartado de re§Mtados, desvelan una
sensible disminuci6n de los valores centrales de la urea para los animales de la serie experimental
-serie XIV-, aunque el IQR de la serie es marcadamente ancho, lo que indica una gran oscilacién
de resultados. En la misma figura, al observar los resultados tanto de la serie I como de la serie

11, se observa una gran amplitud del IQR, con medidas de dipersion muy ainplias. Debido a esto,
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la cuantificacion de los niveles de urea no muestran un patrén fijo de comportamiento tras la
isquemia. Durante la isquemia la hipoxantina se almacena en el tejido isquémico, inhibiéndose
el catabolismo hacia xantina, la cual, por accién de la xantino oxidasa es convertida en acido
arico, para la posterior formacion de urea. El descenso de los niveles de urea podria afectarse
por la presencia de la xantina deshidrogenasa, que inhibe la sintesis de x!antina, de modo que
disminuiria el catabolismo hacia la sintesis de urea. Durante la reperfusion, con la reentrada de
oxigeno al medio se dispararia la sintesis de xantina, con la liberacion de grupos hidroxilo. Todo
el tiempo de retencién de hipoxantina, asociado a una deficiente constante hemodinamica,

provocaria un descenso de la sintesis de urea.

5.4.3. CONSTANTES IONICAS.

Los niveles de sodio y de potasio muestran una ligera modificacion de los miveles
normales tras la I/R. Se encontré una ligera hiponatremia, aunque no significativa, y una
hipercalemia ligeramente significativa, con un valor de p=0,045. Estos resultados, acompaiiados
de unos IQR en ambos casos muy amplios, que se solapan con los valores, y que se
corresponden con los datos obtenidos del test de Levene, da como respuésta una modificacion
sensible y muy inespecifica a la alteracion de electrolitos, resultados que coinciden con los
obtenidos por Sanchez Lozano'*? en perros tras someterlos a isquemia meéentéﬁca. Igualmente,
Horton y White® detectan leves modificaciones, en ningun caso significativas, en los niveles
tanto de sodio como de potasio, tras estudiar 3 grupos de ratas sometid;as a isquemia durante

20 minutos pero con distintos tiempos de reperfusion. !

Fn conclusion, ain encontrando diferencias significativas en la mayoria de los parametros
bioquimicos analizados, no se puede afirmar categoOricamente que estas diferencias sean debidas
exclusivamente al cuadro isquémico del tejido intestinal, por lo que el diagnc’astico de la IMA
mediante bioquimicas de laboratorio, no resulta actualmente determinante ni presenta una
sensibilidad clara. Tanto la inespecificidad como la variabilidad de la poblacion, hace que el
diagnéstico analitico introduzca variables de confusion, que no pueden ser aisladas por ningin
método estadistico. En esto coinciden la mayoria de los autores citados y las publicaciones
consultadas, en las que ponen de manifiesto alteraciones bioquimicas, fundamentalmente de
caracter enzimatico, pero ninguno manifiesta una opinién rotunda sobre la validez de este
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método diagnostico, y tan solo le confieren un resultado orientativo, que debe ser confirmado

mediante diagnostico por imagen.

Por lo tanto se puede aceptar como valido que existe una alteracion severa funcional y

multiorgénica después de un episodio agudo de isquemia mesentérica.
5.5. MANIFESTACION DE LESIONES MULTIORGANICAS.

El cuadro lesional que se origina a consecuencia de la I/R mesentérica no afecta

Gnicamente al intestino sino que alcanza a otros 6rganos.

5.5.1. PULMONARES.

E! putmon es un 6rgano especialmente vulnerable tras la UR del intestino. Schmeling ef
al'® sometieron a ratas a tiempos de isquemia variable que oscilaron entre 15 y 120 minutos
y a una posterior repermeabilizacion. Encontraron que tras 120 minutos de reperfusién en todas
ellas se producia un incremento progresivo de la permeabilidad pulmonai‘, asi como afectacion
de las células endoteliales y reduccion de la energia almacenada en forma de fosfatos en ¢l tejido

pulmonar.

En el estudio necropsico no hubo derrame pleural en todos los casos, el estudio
patologico macroscopico del pulmon mostré una proporcion creciente de lesiones en las
diferentes series, a medida que el tiempo de isquemia fue mayor. Asi,un 66,7% de los animales
fallecidos por la isquemia presentaron lesiones pulmonares en las series IV y V, este valor
aumenté hasta el 85% de pulmones en la serie VIL Estos resultados su;gieren que la isquemia
mesentérica no es un proceso estrictamente localizado en el territotio arterial correspondiente
sino que afecta también a drganos alejados y especialmente al pulmon. Las alteraciones mas

frecuentes fueron la congestion vascular y el edema de pulmén..

Al comparar los pesos de los pulmones entre los animales de la serie control, con el resto
de las series, mediante el test de Kruskall-Wallis, se obtuvo un valor de p de 0,112, resultando
una diferencia no significativa entre ninguna serie, hecho que se cbmprobé mediante la
realizacion del test de Bonferroni. Estos resultados explicarian la ausencia de lesiones especificas

del pulmén ajenas a la isquemia, puesto que el peso relativo de los pulmones se mantuvo sin
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diferencias significativas en todas las series con respecto a la serie control como se mestra en
la tabla 30. Mientras que ¢l peso relativo de los pulmones de la serie I oscilo entre 0,43 y 0,52,

el resto de las series mostraron un intervalo de confianza muy similar.

El estudio al microscopio, del tejido pulmonar, confirmé los resultados macroscopicos.
Sin hacer mencion de las leves alteraciones que se dan incluso en el pulmc';n de animales sanos,
-como presencia de enfisema o atelectasias focales- y que también son frecuentes en los animales
de las series isquémicas,en proporcion similar a las de individuos sanos, los individuos de las

series experimentales manifestaron alteraciones importantes y en proporciones elevadas.

Entre las afecciones citadas destacan la congestion vascular afguda, con presencia
relativamente abundante de edema agudo de pulmén, incluso de hemorragia aguda, presencia
del infiltrado linfohistiocitario, y alteraciones en los tabiques alveolares. Estas anomalias
histoldgicas, ademas de tener un importante componente mecanico y bioquimico, quizds pueden
llevar asociada la presencia de sepsis generalizada, la cual, en pocas horas, provocaria cambios

histologicos a nivel sistémico, especialmente de carécter pulmonar™.

El edema agudo se produce como resultado de una lesion vascular difusa de los vasos
de la microcirculacion, con depleccion por el liquido edematoso y serofibrinoso de las luces

1% Como resuitado de la isquemia

alveolares, como consecuencia de una presion capilar andmala
aguda se produce un fallo hemodinamico general. Esta modificacion vascular afecta a todos los
érganos y especialmente a aquellos mas vascularizados, como el pulmon, de manera que las
alteraciones hemodinimicas, asociadas a las sustancias que se liberarji tras la isquemia, y
provocan lesiones capilares, con aumento de la presion, lo que se traduce en una pérdida general

de fluidos que afecta severamente al pulmon. !

A causa de la isquemia se liberan mediadores inflamatorios y'quimioatrayentes de
neutrofitos, del tipo de endotoxinas, citoquinas y productos derivados dé la cascada del acido
araquidénico; ello provoca una retencion de estos elementos celulares en ios intersticios; asi se
explicaria el aumento considerable de infiltrado leucocitario que se observa en el tejido
pulmonar. Simpson e al.*** afirman que un porcentaje muy importante de las manifestaciones
patologicas producidas en el pulmén tras la I/R mesentérica, se deben a la presencia de
polimorfonucleares (PMN), y estas lesiones se atenuan considerablemente por un tratamiento

que induzca neutropenia. Encontraron en ratas que una disminucion de los neutrofilos
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circulantes disminuian hasta en un 80% el aumento de la permeabilidad vascular del pulmén. La
presencia de los PMN, ademas de aumentar la permeabilidad y el edema, se adhieren al endotelio
vascular provocando una alteracion fisiologica de la respiracion como consecuencia de la
congestion vascular’® . Goldman, Welbouren y Klauner” demostraron qué los procesos de I/R
inducen la atraccion de PMN de tipo neutrofilo, aumentando considerablemente la permeabilidad
vascular, pero estos factores que actilan como quimiaotrayentes, inhibian el desplazazmiento de
los neutrofilos hacia el intersticio, de ahi que aumenten las alteraciones d:e la microcirculacion

vascular, puesto que se acumulan en los vasos lesionando el endotelio.

Otro hecho destacado es la manifestacion de lesiones recurrentes en los animales
provocadas, muy posiblemente por una debilidad tisular o por una disminucion de los sistemas
de defensa. En efecto, algunos animales presentaron con posterioridad a la isquemia, afecciones
pulmonares especificas como neumonias focales o engrosamiento de los tabiques alveolares,
1o asi en los individuos de la serie control ni de la serie Sham operation, lo que eliminaria la

posibilidad de relacionarse con un efecto secundario de la intervencion quirirgica.

En la revisién de la bibliografia no se ha encontrado un estudio tan prolongado de la
supetvivencia tras isquemia mesentérica, ni con un estudio histolégico de drganos alejados del

tejido isquémico, por lo que no existen resultados de referencia de otros autores.

Una posible explicacion de las lesiones pulmonares, como consecuencia de IMA, puede
ser debida a una debilidad organica tras el cuadro de andxia. La necesidad de remontar una
septicemia y un restablecimiento de la homeostasis posterior al ensayo experimental provocaria
una disminucién de la capacidad inmunologica para evitar infecciones. Es importante tener en
cuenta el estado critico en el que quedan los animales tras el cuadro experimental, en el que
deben revertir unas lesiones intestinales de mayor o menor intensidad segﬁﬁ el tiempo de anoxia.
A esto se afiade una recuperacion de las funciones vitales, como ingesta de alimento'y liquido,
recuperacion del equilibrio hemodinamico y regulacion de la flora bacteriana. Es logico que
después de este estado critico aparezcan afectaciones patologicas mas o menos severas que

pueden persistir como cronicas en algunos casos.
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552 HEPATICAS.

El estudio macroscépico del higado durante la necropsia, mostré que los animales
fallecidos a causa de la IMA, presentaban alteraciones en las series de mayor duracién del
tiempo de isquemia; entre ellas destacan congestion y aspecto desvitalizado.

El estudio microscdpico mostrd, congestion vascular, focos de necrosis y afectacion de

las células de Kupffer.

.

El tipo de alteracién mas comin fue el de congestion vascular, provocada, posiblemente,
a consecuencia del fallo hemodinamico general. Este dato confirma la lesion hemodinamica
sistémica del organismo, puesto que en ningun caso de los animales supervivientes aparecieron
congestiones vasculares de importancia, y tan sélo en algun caso se observo congestion vascular

discreta.

El higado es la viscera con mayor metabolismo de todo el organismo, y por la que
atraviesa toda la sangre procedente del intestino a través de la circulacion portal. Si el higado
recibe sustancias anormales y toxicas que se estan generando como consecuencia de la isquemia,
se explica que aparezcan lesiones en éI'®. Tanto factores inflamatorios, quimioatrayentes,
citoquinas y demas sustancias toxicas, alcanzarian el torrente sanguineo s'istémico, previo paso
a través del higado. Esto, unido a la presencia de PMN, contribuiria a las lesiones hepaticas,
encontradas. Las lesiones mis severas que aparecen en el higado afectan directamente al sistema
reticuloendotelial -lesiones en las células de Kupffer-, puesto que este consﬁtuye un primer filtro
de defensa contra los microorganismos procedentes del intestino, via vena porta, cuyo desarrollo
masivo se ve favorecido por el ambiente anaerdbico. Estas lesiones pueden constituir una de las
causas de la génesis del sindrome de fallo multiorganico'®, si bien el niimero de animales que
presentaron esta afeccion fue relativamente escaso. Debido a las caracteristicas especiales del
higado, es explicable la presencia de lesiones aunque no es el érgano que mas se ve afectado.
Poggetti et al!® encuentran lesiones hepaticas postisquémicas, pero en ningin caso tan
significativas como las del pulmén, y Alea et al.'’ apuntan que estas lesiones hepaticas afectan

mAs severamente a su metabolismo que a su propia estructura anatomica.

Se puede concluir que, si bien aparecen lesiones moderadas del higado, hecho por otro
lado explicable, las principales anomalias se encuentran en su funcionamiento. Esto se pone de

manifiesto observando los resuitados de la valoracion analitica de enzimas como las
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transaminasas, que en la serie isquémica experimental -serie XIV- aparecen significativamente

elevadas.

En las necropsias de los animales sacrificados, que sobrevivieron 9 semanas después de
la operacion, no se observaron lesiones, lo que confirmaria la escasa relevancia de las lesiones

hepaticas, pudiendo ser completamente revertidas durante el tiempo de observacion.

En numerosas afecciones hepaticas se produce una hipertrofia de este organo. En este
estudio no se encontraron diferencias significativas entre los pesos del h:igado de cada una de
las series. Analizados los pesos mediante el test de Kruskall-Wallis, se obtuvo un valor de p de
0,132, resultado no sigﬁiﬁcativo, corroborado por el test de Bonferrom, y c:on el que se concluye

que no existen diferencias entre los pesos hepaticos de ninguna serie.

5.5.3. PANCREATICAS.

Dada la peculiar disposicién del pancreas de rata, como organo difuso unido a las
primeras porciones del intestino, no fue escogido como pieza para su estudio, pero pudo ser

observado en las preparaciones que se realizaron de la AMC y de estructuras adyacentes.

En ningtn caso, independientemente de si fallecieron por causas naturales o de si fueron
sacrificados a las 9 semanas, se observaron alteraciones morfologicas, macroscopicas ni

microscopicas.

En la bibliografia consultada no se han encontrado trabajos que hagan referencia a

estudios pancreaticos.

5.5.4. RENALES.
i
Al igual que en el higado, las alteraciones renales se presentaron en proporcion creciente

en relacion con el mayor tiempo de isquerma. En las series III, TV y:V, no hubo lesiones
macroscopicas, en cambio aparecieron en las series VI 'y VII -120 y 180 minutos de IMA

respectivamente-,

Estas bajas tasas de afectacion renal se mantienen en el estudio microscépico de las

piezas y tan solo aparecen ligeramente elevadas en la serie VII, donde se manifiesta una
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congestion vascular moderada.

Al igual que en el caso del higado, los nifiones no aparecen afectados morfologicamente
por la isquemia intestinal; en cambio la respuesta funcional es moderada, y puesta de manifiesto
por las alteraciones de urea y creatinina. Tanto en rifiones como en higado existe un aumento
en la proporcion de las alteraciones, especialmente en la serie VII -180 minutos de IMA-, debida
mas que a una consecuencia directa de la isquemia mesentérica, al sindrome multiorganico que
se genera después. Este hecho se comprueba en las lesiones renales, puesto que en ninguna serie
aparecen muestras de shock renal salvo en la VI, en la que se diagndstico hasta en un 35% de

Casos.

No se han encontrado, en la bibliografia revisada, ninglin estudio'renal tras la isquemia
del intestino y tan sdlo Stanton ef al. mencionan un 6% de enfermos con complicaciones renales

en un estudio llevado a cabo con 23 pacientes de isquemia mesentérica'®®.

No se encontraron alteraciones renales en los supervivientes, y en tan solo un animal
aparecio una hidronefrosis, sin relacion clara con el proceso isquémico. En cuanto al peso renal
no se observaron diferencias significativas entre las diferentes series, valorados mediante
ANOVA y confirmado con el test de Bonferroni, obteniéndose unos valores de p no
significativos para la homogeneidad de la variancia, presentando ambos rifiones pesos muy

homogéneos en todas las series, con independencia del tiempo de isquemia.

Puede indicarse que el rifién no es un 6rgano especialmente vulnerable a la isquemia

intestinal.

55 5 GANGLIOS LINFATICOS.

Debido al pequefio tamafio de los ganglios linfaticos mesentéricos de la rata fueron
estudiados microscopicamente, igual que en el caso del pancreas, entre los tejidos que rodeaban
ala AMC.

En todos los casos se encontrd un estado reactivo normal, similar en los individuos

control y en los experimentales, con independencia del tiempo de IMA.
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55 6. ARTERIA MESENTERICA CRANEAL.

t
Para verificar los resultados y la efectividad del método, era necesario que el tronco
arterial no presentara lesiones, a fin de eliminar cualquier variable de confusion que podria
haberse generado a causa de una manipulacién incorrecta de la arteria, por ejemplo reperfusion

inadecuada o formacioén de trombos.

El 100% de los individuos sometidos a IMA presenté una correcta reperfusion después
de la retirada del microclamp que obstruia por completo el flujo de sangre.a través de la arteria.
Esto se comprobd por observacion directa de la recuperacion del latido arterial en el momento

de la reperfusién.

Macroscopicamente, en los animales que revertieron el cuadro isquémico y que
sobrevivieron 9 semanas, la AMC estuvo rodeada por adherencias grasas, que compactaban
todo el area afectada, hecho habitual tras cualquier intervencion quirurgica. En cambio los
animales que murieron por causas asociadas al proceso experimental -hasta las 60 horas
posteriores a dicha operacion-, no presentaron adherencias, en relacion con el breve tiempo

transcurrido.

Microscopicamente se comprobo la permeabilidad total del vaso, con ausencia de
trombos, lesiones endoteliales, fibrosis, disminucion del calibre etcétera, que hubiesen podido

generar un nuevo cuadro isquémico.

Se puede deducir que la arteria fue manipulada correctamente y que las lesiones
encontradas, tanto en el intestino, como en el resto de estructuras, se debieron unica y
exclusivamente al cuadro anéxico y al posterior efecto de la repermeabilizacion, provocado por

el pinzamiento de la misma con microclamp atraumatico.

5.5.7. ALTERACIONES INTESTINALES

El intestino presenta una irrigacién peculiar, con una innumerable red de arterias que se
anastomosan entre si, y que, en casos de necesidad, suplen las deficiencias leves y momentaneas

que pueda tener alguna region. |

Las 4reas més afectadas por una falta de riego sanguineo son las regiones mas distales,
i

quedando atenuados los procesos isquémicos cuanto més proxima esta la zona al tronco arterial.
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Tales son los casos del yeyuno y del colon proximal, tramos que a pesar de estar regados por
la AMC en su mayoria, en casos de necesidad, la ausencia de aporte sanguineo por parte de la
AMC es suplida por el tronco celiaco y la arteria mesentérica caudal respectivamente. En el caso
del duodeno o de los porciones distales del colon, regadas por la arteria celiaca y la mesentérica
caudal repectivamente, una disminucién en el aporte de sangre por cualquiera de estas 2 vias,

puede ser suplida momentaneamente por el riego de la mesentérica craneal.
5.5.7.1. Lesiones clinico-patologicas macroscopicas

La gravedad de las lesiones intestinales que aparecieron fueron proporcionales al tiempo
de isquemia, siendo maximas en las ratas de la serie VII -180 minutos de isquemia-, y minimas

en las ratas de la serie II -15 minutos de isquemia-.

La mayor parte de la bibliografia revisada hace referencia a las lesiones que se producen
a nivel histologico en el intestino, tras periodos prolongados de isquemia, no valorando las

alteraciones clinico-patolégicas in vivo que de ello se derivan.

El estudio del intestino en el momento de la reperfusion, muéstra el cambio de la
tonalidad de la pared intestinal, con regiones rojo oscuras, distribuidas :a lo largo de todo el
intestino y repartidas de forma irregular. Igualmente, y 2 medida que' el tiempo de anoxia
aumentaba, se observd una extravasacion sanguinea en forma de hemorragias intraluminales,
apareciendo un 100% de animales con presencia de hemorragia en sabana en la serie VII -180
minutos-, y un 85% en la serie VI -120 minutos-, en la que un 50% de animales presentaron
hemorragia en sibana y un 35% hemorragias focales. Esta extravasacion masiva hacia ¢l lumen
fue también contrastada por Bounus™ quien la describe diciendo que “la serosa presenta un
aspecto rojo oscuro por la abundante acumulacion de sangre en el lumen”. Bounous realizé un
seguimiento en humanos, identificando numerosos parametros en la descripcion del proceso
isquémico como mortalidad, sintomas, etiologia, alteraciones estructurales, tanto microscépicas

como macroscopicas, etcetera.

La pérdida masiva de sangre consecuente al proceso isqﬁémico puede tener
repercusiones serias a la hora de la recuperacion del animal, puesto que favorece el
debilitamiento del animal, y el agravamiento del proceso patologico, ya (jue implica un posible
shock hemorragico y menor capacidad de recuperacion. La rotura masiva de los vasos afectaria

inicialmente a aquellos de pequefio y medianc calibre, interconectados directamente con la
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mucosa y submucosa, y que pueden ser destruidos por la accion de la isquemia propiamente
dicha, acompafiada de necrosis celulares, desepitelizacion masiva de la mucosa y destruccion
mural, vertiendo el contenido hacia la luz simplemente por una diferencia de presiones. Animales
con esta afeccion, de caracter muy agudo, tendrian muy mermadas sus posibilidades de revertir
el cuadro isquémico, puesto que las lesiones serian practicamente irreversibles. Martinez ef al.
encuentran en pacientes con cuadros prolongados de isquemia intestinal lesiones irreversibles

del intestino, con hemorragia transmural y un aspecto inviable del intestino'®.

La afluencia masiva de sangre al intestino se mezclaria con el mucus intestinal y con el
contenido de este, dando una explicacion a la presencia de heces hemorragicas en aquellos
animales que realizaron deposiciones en las horas posteriores a la isquemia. Igualmente
relacionaria el incremento de los porcentajes de animales con hemorragias ihtestinales y la mayor

presencia de sangre en heces de aquellos con mayor tiempo de isquemia mesentérica.

Aspecto importante es la presencia de un intestino desvitalizado en animales con
isquemia mesentérica. Pocos minutos después de la oclusion arterial, el i:ntestino adquiere una
tonalidad violacea, rojo oscuro, con congestion y aspecto deslustrado. Cuando el tiempo de
isquemia se prolonga, se aprecian areas de color rojo violaceo mz';ls intenso y aspecto
desvitalizado siendo tanto mas abundantes cuanto mayor es el tiempo de ilsquemia. Este cuadro
es referido en numerosos trabajos como regiones necroticas, seriamente afectadas’’. Esta
manifestacion es explicable, por la necrosis isquémica por anoxia. Al no éircular la sangre, esta
se acumula en las arterias, el latido desaparece y la sangre no se oxigena, tornandose de un color
rojo violaceo intenso como consecuencia del acimulo de CO,. Este fenomeno se revierte
inmediatamente tras la reentrada de sangre, observandose una recuperacion del latido y un

reestablecimiento de la coloracion arterial normal.

Destaca la ausencia de perforacion intestinal en todos los animales de las diferentes
series, en coincidencia con lo sefialado por Bounus®® quien tras realizar uni seguimiento en casos
humanos con isquemia mesentérica no encontrd ningin caso de perforacion de la pared del
intestino, en cambio, comprobé que enfermos que revirtieron el proceso isquémico y
sobrevivieron a este, desarrollaron con mas facilidad ulceraciones y erosiones de la pared
intestinal. La explicacidn a la ausencia de roturas en la pared podria hallarse en que el cuadro
isquémico es lo suficientemente prolongado como para causar lesiones muy severas e incluso

producir la muerte, pero no es suficiente para una rotura completa de la serosa, que produzca
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una perforacion del tubo intestinal. Joison'”

afirma que en periodos prolongados de ausencia
de dego, cuando las lesiones isquémicas se transforman en infarto agudo, se produce la necrosis
generalizada con perforacion intestinal y los primeros sintomas de peritonitis y sepsis. En
algunas ocasiones la pared intestinal se torna por completo necrética, aunque no se alcanza la
perforacion intestinal debido a que el animal fallece antes, debido a la gravedad de las lesiones
isquémicas. En caso de supetvivencia del animal se traduciria en una necrosis litica que

conduciria a la perforacion y a la rotura de la pared del intestino. Este hecho es facilmente

contrastable en el caso de la mucosa puesto que la necrosis requiere menos tiempo.

En efecto puede indicarse que a nivel intestinal, la isquemia suficiente en el tiempo
produce primero necrosis de coagulacion, después litica, sobre todo a nivel de la mucosa, pero
las lesiones de las capas musculares y serosa se produciria con mayor lentitud, y aunque la
viabilidad de la pared intestinal ya no se posible, no se verifica la perforaéi(')n por fallecimiento

previo del animal.

Dato caracteristico, observado en los animales sometidos a isquemia,
independientemente de la serie, es la mayor manifestacion de las placas de Peyer como una
protusion en la serosa, y que se observan a los poces minutos de isquemia, proceso sefialado por
Ferguson'”, Las placas aparecen como nodulos blanquecinos de pequefio tamafio y de superficie
granulosa y que se distribuyen a lo largo de todo el intestino delgado, muy posiblemente debido
a un adelgazamiento de la pared. Este mismo hecho fue observado por Ortiz Lacorzana ez al. 136
estudiando la supervivencia de ratas sometidas a isquemia mesentérica. Pocos autores se hacen
eco de esta mayor manifestacion de los nédulos linfaticos del intestino. La presencia de
hipertrofia de los nodulos linfaticos intestinales pudiera ser una de las claves del aumento del
infiltrado linfohistiocitario en tejidos isquémicos y la puesta en marcha de la respuesta
inmunologica como consecuencia del shock isquémico. En ningun caso aumenta el nimero de
placas de Peyer distribuidas por el intestino, lo que ocurre es un mayor aumento del tamafio y
un cambio de color, sin que se detecte éxtasis linfatica secundaria, obstrulccic’m o aumento de la

absorcion.

Como manifestaciones indirectas producidas durante la isquemia mesentérica, estd la
presencia de gas intestinal en forma de acumulaciones, a menudo repartidas por el intestino
grueso y otras veces como grandes bolsas contenidas en el ciego que llegan a triplicar su

volumen normal. Se manifestd progresivamente en relacion directa al tiempo de oclusion
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vascular, siendo su incidencia practicamente nula en las series de poco tiémpo de anoxia. Enla
tabla 18, donde figuran los animales con esta caracteristica en ¢l momento de la reperfusion, se
comprueba como en las series 1I y 1II no aparece ningun animal coﬂ exceso de gas en el
intestino, en cambio en la serie VII, salvo 1, los 19 restante presentafon aire intestinal, en

diferente cantidad.

Durante la isquemia ¢l ambiente anaerobio crea un microclima favorable para el
desarrollo de numerosas especies bacterianas que habitan en los tramos finales del intestino, con
una explosion incontrolada del metabolismo bacteriano y la consiguiente hiperproduccion
gaseosa. Todo esto, unido a la disminucion del peristaitismo intestinal, como consecuencia de
la anoxia, favorece el acamulo de bolsas de gas en las porciones distales del intestino’®.
Carbonell et al. demostraron un aumento significativo de colonias en la luz intestinal, cuando
producian I/R experimental en ratas, comprobando también que el mimero de estas no se reducia

173

tras la reperfusion'™, principalmente Gram negativos y bacterias anaerobias'”. El aumento de

colonias bacterianas, seria responsable ademas de una produccion anormal de endotoxinas,

7* No solo el intestino y las estructuras proximas

induciendo importantes reacciones biologicas
se ven afectadas por la presencia de endotoxinas, sino que éstas pueden entrar en el torrente
sanguineo y pasar a la circulacion sistémica, extendiendo la sepsis a regiones alejadas,

175 utilizando ratas macho sometidas a 45

principalmente a higado y pulmones. Koike ef al
minutos de IMA, valoré la actividad mieloperoxidasa en pulmoén, -encontrando lesiones
irreversibles en el mismo como consecuencia de endotoxinas liberadas durante isquemia

mesentérca,
5.5.7.2. Lesiones microscopicas.

En todas las especies animales, incluida la humana, la reduccion det flujo sanguineo al
intestino produce alteraciones caracteristicas en la mucosa, tanto mas graves cuanto mayor es
el tiempo de anoxia tisular. Mientras que los animales con periodos breves de anoxia, sufrieron
lesiones que afectaban a las capas internas de la pared intestinal, especialmente a la mucosa, con
destruccion del epitelio y dafio mas o menos severo de la lamina proﬁia, series sometidas a
mayor tiempo de IMA presentaban ademas una afectacion importante de la submucosa. Si este
tiempo se prolongaba por espacio de 2 horas o mas, la destruccion del tejido afectaba a todas
las capas, con desaparicién completa de mucosa o submucosa y afectaciéon muy severa de las

capas musculares, incluso esta afectacion alcanzaba los plexos nerviosos del intestino con
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destruccion neuronal. También se produjo afectacion de la serosa. Ademas de las lesiones y
alteraciones de la estructura celular, la reperfusion provoca también cambios y alteraciones en
los componentes de la matriz extracelular, afectando especialmente a la laminina y a la

fibronectina, desorganizando la estructura habitual de! tejido’™.

1

Otro hecho evidente, apreciado en el estudio histologico, es una mayor afectacion
general en el borde antimesentérico, posiblemente debido a que es la parte mas distal que fluye
desde el eje mesentérico. Las células mas proximas a la fuente sanguinea cbnsumen los escasos
o nulos nutrientes que puedan transportarse por el sistema circulatorio, y las regiones mas
alejadas sufren mas severamente la anoxia. Haglind ef al. 177 expusieron do§ grupos de ratas a 61
y 85 minutos de isquemia mesentérica respectivamente y determinaron el grado de lesién
histologica segtin una escala de 0 a 5, donde 0 era ausencia de lesiones y 5 destruccion de las
vellosidades y disgregacion de la lamina propia. Observaron lesiones méximas en el 33% de los
animales en la serie de 60 minutos de isquemia, mientras que tras 85 mir:lutos el porcenfaje se
elevo al 75%. Estos autores realizaron unicamente un estudio microscopico de las alteraciones
intestinales, sin tener en cuenta el estudio de supervivencia, de ahi que el tipo de lesiones no se
puedan comparar con las del presente trabajo puesto que en este caso, los animales
supervivientes revierten la destruccion del epitelio intestinal, no apareciehdo lesion alguna tras

las 9 semanas.

A nuestro entender esta forma de estudio de las lesiones histologicas sin realizar
reperfusion, que como se ha indicado anteriormente, constituye uno de los principales procesos
de alteracion membranal mediante los procesos de degradacion lipidica, puede inducir a errores
a la hora de interpretar los resultados. Ademas, en el trabajo de Haglin no se menciona si algun
animal fallecié durante el proceso isquémico sin lograr alcanzar el tiempo de isquemia estimado.
De ser asi y no habérsele realizado la toma de muestras inmediatas, ‘el propio proceso de

necrosis postmorten continiia evolucionando y puede enmascarar el verdadero grado de lesion.

Las lesiones originan un shock, con hemorragias masivas y iiberacién anormal de
productos celulares, como proteasas e hidrolasas que agravan el dafio producido por la
isquemia. Si las lesiones generadas como consecuencia de Ia anoxig celular son de gran
magnitud, estas se acentGan ain mas cuando se restablece la circulacion'y la sangre oxigenada
vuelve a ocupar las arterias intestinales. Incluso Parks y Granger afirman que el cuadro hipoxico

por si solo no juega un papel tan importante en la patogénesis dela isquemia intestinal, sino que
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simplemente actia como ilave para iniciar una serie de procesos lesivos que se disparan con la
reintroduccién de sangre'™. Clark y Gewertz comprobaron este hecho sometiendo a ratas a
breves episodios de isquemia seguidos por unos pocos minutos de reperfusion, en los que
encontraron mas lesiones que si realizaba un tiempo prolongado de isqtflemia seguido de un
Gnico momento de revascularizacion. Las lesiones microscopicas que encontraban eran mas
agudas en procesos intermitentes que en cuadros continuos'”. Este hecho viene reforzado por
los trabajos de Korthius, Smith y Carden quienes observaron una disminucion de las lesiones
microscopicas tras isquemia reperfusion, cuando la reoxigenacion se efectia con sangre
hipoxica'®. Resultados similares encuentran Perry y Wadha ante la reimtroduccion gradual de
oxigeno tras un episodio de isquemia''. El fenémeno estaria justificado pues si con la
reintroduccion de sangre se produce una liberacion masiva de RLO, formados por diferentes
vias, y estos participan incrementando las lesiones en el tejido isquémico, la manera de evitar
esta cascada seria controlando la produccion de los RL a fin de qhe estos pudiesen ir
destruyéndose con los sistemas antioxidantes del organismo. .

En el presente trabajo, y al ser un estudio de supervivencia a larg(I?) plazo no se observo
la afectacion del tejido en diferentes etapas, sino que se comprobaroh las lesiones gque se
producian en los animales fallecidos por “causas naturales” tras el cuadro de isquemia
reperfusion, llegando a la conclusién posible de un importante componente anoxico en la

gravedad de las lesiones.

Considerando la trascendencia de las lesiones isquémicas y las producidas tras la
reentrada de sangre, se estaria de acuerdo en admitir un agravamiento del proceso patologico
durante la repermeabilizacion del tejido isquémico, siempre y cuando este mantenga un minimo
de viabilidad tras el shok andxico. Es muy probable que animales sometido a 3 horas de
isquemia, en los cuales existe una afectacion masiva de todas las capas, con manifestaciones de
infarto transmural y con destruccion del tejido nervioso y hemorragia :ﬁasiva, la reentrada de
oxigeno poco mas puede agravar las lesiones, puesto que el animal 'presenta un intestino

totalmente inviable e irrecuperable.

El epitelio intestinal es uno de los tejidos que menos tiempo tardan en renovarse, y
continuamente se estan generando nuevas células'®. Esto mismo ocurre tras los episodios
isquénticos, en los que se produce una espectacular regeneracion. Pitha encontro que tan solo

24 horas eran suficientes para recuperar todo el epitelio perdido tras 60 minutos de isquemia'®,
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cuando la isquemia se prolongaba a dos horas, la estructura normal del tejido se recuperaba tras

48 a 72 horas'®.

En los resultados obtenidos, al tratarse de un estudio a largo plazo -9 semanas-, no se
comprobo el tiempo del reestablecimiento normal del epitelio, pero si se encontr6 que en el
100% de los animales que sobrevivieron durante el periodo de observacion presentaron un
epitelio totalmente recuperado, si bien aparecieron en casos aislados, algunos restos de lesion
intestinal remanente. La reepitelizacion de la mucosa tras la isquemia se comprobo al observar
signos de regenercion del epitelio en animales fallecidos entre las 12 y las 60 horas posteriores
a la reperfusion, puesto que en alguno casos, los animales presentaban signos evidentes en el
intestino de que habian comenzado la reparacion del epitelio. Zheng ef all. 185 empleando ratas
con isquemia intestinal con 2 horas de reperfusion, demostraron mediante inmunohistoquimica,
que 2 dias después del cuadro anéxico la mucosa habia iniciado la reepitelizacion y se habian
formado de nuevo las vellosidades aunque presentaban un estado inmaduro y muy delgadas.
Traé 4 dias de observacion constato una regeneracion completa de la mucosa intestinal y ademas
indico que las células del tejido dafiado presentaban una tasa de proliferacién significativamente

mayor que la de individuos control.

La entrada en apoptosis de células supervivientes, tendria efectos terapéuticos puesto
que implica un proceso de renovacion, mediante reguladores genéticos y factores bioquimicos

que podrian prevenir o aliviar las repercusiones de las lesiones producidas por I/R'™,

Un animal sometido a IMA experimental sin lesiones sistémicas agudas, y con un
intestino viable, puede recuperarse de las lesiones intestinales por regeneracion epitelial,
recuperando la funcionalidad y la homeostasis normal que tenia antes de la intervencion. Por el
contrario, un animal con lesiones severas en el intestino, con afectaciéon del sistema nervioso
autéonomo entérico, en el que el peristaltismo se ve afectado, y la rotura de vasos de la
microcirculacion hacen inviable la reentrada de sangre, es muy probable que la reepitelizacion
de la mucosa no se lleve a cabo y que el animal fallezca. Este hecho explicaria en parte la
“barrera critica” de las 60 horas para la supervivencia, puesto que transcurrido este tiempo, los
animales supervivientes habrian regenerado el epitelio intestinal, lo que hace que el animal viva,
siempre y cuando las lesiones sitémicas no sean especialmente importantes. Seria el caso de los
animales muertos con evidentes signos de recuperacion intestinal, que fallecieron en los limites

proximos a las 60 horas, posiblemente debido a patologia no intestinal, pero producida como
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consecuencia del sindrome isquémico intestinal. En otro grupo encontrariamos a los animales
con un intestino viable, pero que no sobreviven por lesiones extraintestinales o por suma de las
lesiones intestinales con las sistémicas. Aqui englobariamos a los animales de las serie de V -60
minutos de isquemia-, algunos de la serie IV -30 minutos de isquemia-, y a otros de la serie VI
-120 minutos de isquemia-.Y, en ¢l caso, opuesto estarian aquellos animales que fallecen a las
pocas horas de la reperfusion, con un intestino totalmente inviable. En este (ltimo grupo se
englobaria un porcentaje importante de los animales de la serie VI -120 minutos de isquemia-

y la totalidad de los animales de la serie VII -180 minutos de isquemia-.

5.6. PEROXIDACION LIPIDICA.

La mucosa intestinal, y particularmente la del intestino delgado, es ;:specialmente sensible
a las lesiones producidas por la deprivacion de oxigeno®, pero es durante la revascularizacion
cuando se producen los mayores dafios en las células del epitelio'’. Con la llegada de sangre a
los tejidos andxicos se produce una explosion en la formacion de RL, que atacan directamente
los dobles enlaces de los acidos grasos poliinsaturados constitutivos de laé membranas celulares,
formandose endoperoxidos lipidicos, capaces de volver a reaccionar con nuevas moléculas de
acidos grasos de la membrana y repetir el ciclo, o bien metabolizarse para dar lugar a la
formacion del MDA!'®. Este proceso denominado peroxidacion lipidica de las membranas
celulares, provoca serias alteraciones en la estructura y en la funcionalidad de las células

afectadas'™.

La destruccién membranal se inicia, principalmente, con la reintroduccion de oxigeno
en el medio y son suficientes tan solo 10 minutos de isquemia para que todos estos procesos se
disparen. Pero este tipo de reacciones no solo ocurren en procesos patoltl')gicos de I/R, sino que
en la actualidad se mantiene que numerosas enfermedades cursan con cuadros de peroxidacion
de las membranas, afectando a la practica totalidad de los 6rganos y sistemas', con

consecuencia a veces fatales para los individuos.

Otamiri sometio a ratas a IR intestinal y valoro la permeabilidad vascular y cuantifico
los niveles de MDA libre en intestino, observando que la isquemia, seguida de reperfusion,
incrementaba la permeabilidad vascular y el contenido de MDA libre en fa mucosa, asociado a

un incremento de la peroxidacién lipidica'™".
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En el presente modelo experimental se sometio a ratas macho a 90 minutos de isquemia
y a 30 minutos de reperfusion encontrandose un aumento considerable de los niveles de MDA
libre que alcanzaron un valor medio de 4,15 (DE=1,643) nmoles de MDA por gramo de tejido,
valorado mediante el test del TBA. Los resultados obtenidos cumplieron el supuesto de
normalidad, realizado mediante el test de Shapiro-Wilks, con una distﬁbucién homogénea de
los valores, lo que se traduce en una respuesta similar de todos los animales ante el episodio de

I/R.

En la serie control Unicamente se tomaron muestras, a fin de establecer los valores
normales, observando que la cantidad de MDA libre en yeyuno era indetectable, lo que apoyaba
la hipotesis de un incremento significativo de la peroxidacion lipidica y de la destruccion celular
tras la I/R. Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros autores, asi Horton y
Walker' encuentran un aumento de la concentracion de MDA en el plasma de tejido isquémico
intestinal, determinado mediante HPLC, con respecto a un grupo Sham y Van Ye et al'”.

obtuvieron un incremento significativo del MDA libre en intestino con tan sélo 10 minutos de

isquemia y 60 minutos de reperfusion.

E} MDA liberado es un metabolito secundario de la actuacion de los RL, que puede
considerarse como indicador fiable del efecto de éstos sobre las membfanas, de modo que su
cuantificacion libre en el tejido proporcione una aproximacion veraz al proceso de peroxidacion
lipidica y a la génesis de un desequilibrio en el microambiente del tejido anoxico. Esta explosion
de RL en el medio no solo ejerce un efecto lesivo a nivel intestinal sino que es capaz de afectar
a drganos mas distales, induciendo la destruccion de las membranas. Horton encontro que tras
I/R experimental de la AMC en ratas macho se inducia la peroxidacion liplidica de las membranas

de células cardiacas, agravando las lesiones multiorganicas®'.

La presencia de RL en el organismo afecta, también, de manera singular a los propios
hematies'®. Aunque sus membranas contienen gran cantidad de sustancias antioxidantes,
también son especialmente ricas en acidos grasos poliinsaturados y ademas presentan canales
aniénicos, a través de los cuales pueden penetrar sustancias como el radical superéxido, €ste,
en presencia del cation hierro se transforma mediante la reaccion de Fenton en radical hidroxilo,
agente altamente toxico. La hemoglobina estimula la peroxidacion lipidica debido a la presencia
de atomos de hierro en su estructura, generandose una nueva cascada de peroxidacion y de

liberacién de otros RL!!. Este hecho explica la posibilidad de valorar la peroxidacion lipidica
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directamente en plasma tras un episodio de isquemia en cualquier region. del organismo*'.

La capacidad de propagacion del efecto de la peroxidacion actia como agente agravante
de las lesiones en otras regiones del organismo, sumandose de este modo, a la gran cantidad de

reacciones adversas que se originan con la anoxia intestinal.

Aunque muy probablemente, la elevada mortalidad que en’'la actualidad sigue
acompaiiando a cualquier proceso isquémico agudo, y en especial al infaﬁo intestinal, tiene su
origen en una innumerable cantidad de reacciones adversas que el propio proceso provoca y que
conducen a una muerte por shock sistémico, una de las causas menos tenidas en cuenta es la
peroxidacion de las membranas, por lo que se estima oportuno valorar los efectos degradativos

de las membranas.

El MDA es la molécula que se genera en exceso mediante las reacciones de peroxidacion
y su presencia en el medio actia como un agente agravante de las lesiones, puesto que provoca
una disminucién de la deformacién de los eritrocitos e incrementa la viscosidad de la sangre, con
el méas que posible riesgo de generacion de microémbolos a nivel capilar, que obstaculizan la

correcta reentrada de sangre'”.

Estos resultados avalan la hipétesis alternativa del presente trabajo, puesto que existe una
diferencia manifiesta en los niveles de MDA entre individuos isquémicos e individuos sanos. La
isquemnia mesentérica induce peroxidacion lipidica, iniciada por accion directa de los RL. que se

generan como consecuencia del proceso.

5.7. PROTECCION DE LA PEROXIDACION LIPIDICA MEDIANTE EL
USO DE SOD.

Desde que en 1980 se demostro la implicacion de los RL en los procesos de /R, yel
caracter lesivo de éstos, se han realizado numerosos estudios dirigidos a la utilizacion de
sustancias antioxidantes con el fin de neutralizar o de disminuir sus efectos. Su empleo abarca
todo un espectro de posibilidades y compuestos, incluyendo sustancias qué el organismo emplea
como antioxidantes: vitaminas A, C y E'®, sustancias enzimaticas como SOD, catalasas o
glutation peroxidasa, extractos de plantas'”’, aditivos alimentarios como butil hidroxianisol o

butil hidroxitolueno®, alopurinol, fructosa 1-6 difosfato, o incluso sobredietas de elementos
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traza como el selenio'™, etcétera.

En la actualidad, los antioxidantes abundan en concentraciones elevadas en numerosos
alimentos, incluso en los preparados especiales para animales de laboratorio. Debido a esta
peculiaridad, en el presente trabajo se selecciono cuidadosamente la alimentacion asi como las
concentraciones de fuentes antioxidantes que en €l pudiesen aparecer, puesto que al ser un
estudio a largo plazo y relacionado directamente con los RL, se penso que la alimentacion con
concentraciones altas de antioxidante posiblemente podrian influir en los resultados finales,
especialmente en variar las tasas de mortalidad o a la hora de la medicion de las concentraciones
finales del MDA. Por ello se detallan en el apartado 3.3.4.2 los constitu&entes basicos con su
porcentaje correspondiente de la alimentacion. .

Los resultados confirman el efecto terapéutico de la administracion de SOD en los
procesos de I/R'™, disminuyendo las lesiones de las membranas celilares, atenuando los
procesos de liberacion de fosfolipidos de las mismas®” y reduciendo considerablemente los

niveles de MDA libre?!, ;

0

Camporro demostré en ratas que el tratamiento con SOD reducia signiﬁcativamente las
alteraciones histologicas y ultraestructurales del tejido muscular esquelético sometido a isquemia
y posterior reperfusion®. En el presente trabajo, se comprobo que en la serie sin tratamiento
-serie XTV- los niveles de SOD aumentaron considerablemente, mientras que en la serie de
isquemia tratada con SOD -serie XTII-, estos valores se mantuvieron constantes sin un aumento
cuantificable. Van Ye ef al. demostraron que al igual que existia un aumento considerable del
MDA en el tejido isquémico, con un grado de lesion histolégico considefable, cuando trataban
a los animales con SOD observaban una disminucién significativa de las lesiones en la mucosa'®.
Deshmukh ez aP®, en 1997, utilizaron ratones transgénicos con sobreexpresion de Cu/Zn SOD.
Los expusieron a 45 minutos de isquemia mesentérica con 4 horas de repermeabilizaioén y los
compararon con un grupo control de ratones no manipulados genéticamente y sometidos al
mismo periodo de isquemia reperfusion. A continuacion cuantificaron los niveles de MDA en
intestino para cada uno de los dos grupos y encontraron que los animales transgénicos
presentaban unos niveles de MDA significativamente inferiores a los que presentaban los
animales del grupo control, demostrando asi que la sobrexpresién de SOD reducia las lesiones

del epitelio y atenuaba fos procesos de peroxidacién lipidica durante la I/R.
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En este estudio se utilizaron animales macho sometidos a un;tiempo de isquemia
relativamente moderado, que en ningtn caso provocd la destruccion total del tejido. Se ha
pensado que al igual que sucede cuando se habla de supervivencia, resulta_necesario considerar
la gravedad de las lesiones isquémicas. Tiempos de oclusion muy prolongados, en los que el area
afectada por la ausencia de circulacion se encuentra irreversiblemente les;ionada no podria ver
atenuadas ni agravadas sus lesiones durante la reentrada de sangre y el efecto de cualquier

tratamiento dirigido a la mejora de las lesiones seria practicamente despreciable™

. Por esta
razon, y antes de realizar el tratamiento con antioxidantes y valorar la respuesta del organismo,
y especialmente la del tejido intestinal, ante la agresion isquémica, se realizo un seguimiento de
la evolucion de la supervivencia, introduciendo como varnable indepeﬁdiente el tiempo de
pinzamiento arterial. De este modo se logré obtener una tasa de letalidad proxima al 50%, en
las que las probabilidades de vivir o morir fuesen similares. De no utilizar un tiempoo conocido
de isquemia, se introducirian variables de confusion muy potentes que podrian determinar

resultados erroneos. '

Segun los trabajos realizados por Ceconi e al.*”, los niveles de MDA libre en el tejido
son practicamente inapreciables durante la isquemia y tras los primeros momentos de la
reperfusion, y es transcurridos unos minutos cuando se dispara la péroxidaci(')n lipidica y
acontecen las reacciones que liberan MDA al tejido. Por lo tanto la peroxidacion de las
membranas se produce practicamente por completo en la reperfusion. Gallagher e al>*
determinaron que la vida media de la SOD es de aproximadamente 22 minutos. Ademas Garlick
et al.? demostraron por resonmancia paramagnética que la liberacion de RL se produce
principalmente durante los primeros 10 minutos de la reperfusion. Slavikova ef al. determinaron,
por quimioluminiscencia, que en las primeras 4 horas posteriores a la reperfusion se producia
un fuerte incremento de la liberacion de especies reactivas de oxigeno, y que inmediatamente
el organismo ponia en funcionamiento un sistema de proteccion antioxidante que evitara, en lo

posible, la lipoperoxidacion de las membranas y que se prolongaba por espacio de 4 dias despues

de la reperfusion®.

Con estos datos disefiamos la estrategia de neutralizacién de los RL de manera que se
infundi6 parenteralmente la SOD 10 minutos antes de la repermeabilizacion y a los 10 minutos
inmediatamente posteriores a ésta, a fin de que la actividad de la enzima fuese maxima en el

momento de mayor concentracion de radicales.
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5.8. SUPERVIVENCIA Y TRATAMIENTO CON SOD. "

En el presente trabajo se estudio si el tratamiento con SOD era capaz de modificar los
indices de supervivencia en animales a los que se les practicé pinzamiento de la AMC y posterior
reperfusion, utilizando tiempos similares de isquemia a los que producen el 50% de la

mortalidad.

i
Como se describe en el apartado 4.3, se encontrd que animales tratados con SOD
mejoraron la tasa de supervivencia pero en ninguno de los sexos se alcanzaron valores

2% obtuvieron un aumento de un 65% en

estadisticamente significativos. Ortiz-Lacorzana ef a.
la supervivencia de ratas hembras sometidas a isquemia mesentérica con una valoracion
estadistica no significativo. Estos resultados se aproximan a los obtenidos en hembras en el
presente estudio, en el que se encontr6 un aumento del porcentaje de supervivencia del 50%.
Por otra parte, Dalsing e al *°, encontraron que ratas macho tratadas exclusivamente con SOD
aumentaban la tasa de supervivencia un 25%, porcentaje similar al obtenido en el presente

trabajo para los machos -que fue del 30%- resultando igualmehte no significativo

estadisticamente.

Este aspecto pone de manifiesto, una vez mas, que los RL juegaﬁ un papel importante
en las lesiones por /R aunque no son los {inicos agentes responsables del cuadro patologico. La
muerte de los individuos tras la /R, depende de muchos factores que se potencian unos a otros,
llevando al organismo a un estado de shock irreversible. Probablemente, el efecto incompleto
de la SOD reside en la incapacidad de evitar las lesiones de destruccion masiva acontecidas por
la falta de oxigeno y en la imposibilidad de prevenir la activacion de los neutréfilos, responsables

en su mayoria de las lesiones producidas durante la reperfusion®’

. Granger et al. demostraron
que el tratamiento con SOD no ejerce un efecto directo sobre la inhibicion de adherencia

leucocitaria al endotelio de los vasos®'’.

En condiciones fisiologicas normales, las células estan provistas de mecanismos de
neutralizacion frente a RL, presentando niveles adecuados de SOD?, tanto en su interior como
en liquidos extracelulares. Ambas formas difieren en la masa molecular relativa, y aunque el
papel biologico que desempefia la SOD extracelular no esta aclarado totaﬁnente, parece ser que
se asocia a las superficies de las células endoteliales, protegiéndolas frente a agentes oxidantes'®.

Cuando se produce un aporte exogeno de la enzima, los niveles extracelulares se elevan de
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forma considerable, aunque ¢l efecto protector que realizan no parece ser inuy elevado. Kyle et
al > demostraron que es necesario que la enzima sea internalizada en las células por endocitosis
a fin de que el efecto protector sea maximo. Este hecho supone una aportacién manifiesta a la
implicacién de la SOD en la supervivencia de los animales. Es probable que ammales sometidos
a poco tiempo de isquemia, en los que las células no han sufrido un dafio grave,tengan mas
probabilidades de supervivencia que los animales sometidos a un tiempo muy prolongado de

isquemia, puesto que las células estan mas dafiadas y el mecanismo de endocitosis mas alterado.

El estudio comparativo entre las hembras y los machos no muestra diferencias
significativas de la efectividad del tratamiento con SOD; no se puede, por tanto, contradecir la

hipotesis nula segin la cual el tratamiento con SOD no mejora la tasa de supervivencia.

La SOD seria capaz de reducir, moderar y atenuar las lesiones en el propio 6rgano
isquémico, siempre que este sea en cierto modo viable tras la falta de oxigeno, pero no es capaz
de proteger al individuo completo de las consecuencias que se derivanl de la insuficiencia de
oxigeno que se produce durante el clampaje experimental de la arteri:a, debido a la accion
limitada de las funciones que realiza. Probablemente esta es una de las causas por la que ciertos
autores encuentran resultados mas evidentes cuando combinan varias sustancias antioxidantes
que actilan a diferentes niveles. Homans ef al.*"* y Tanaka et al'®, en los afios 1992 y 1993
respectivamente, y de forma individual, estudiaron el efecto sobre téjidos isquémicos del
tratamiento combinado a base de SOD y catalasa, encontrando, en ambos casos, una mejora en

las lesiones histologicas.

Algunos autores, con el fin de aumentar la supervivencia y disminuir el efecto lesivo de
de los RL, han administrado la SOD conjugada con sustancias como el bolietilenglicolm para
aumentar la vida media de la enzima, haciendo que esta se libere gradualmente en el medio y
dotando al individuo de un tratamiento con efecto retardado. En el presente trabajo se aplico
la enzima libre, no conjugada a otras sustancias puesto que s¢ considero que la actuacion de los
RL es masiva con la reintroduccion de sangre oxigenada en el torrente circulatorio, y el efecto
de la liberacion de la SOD tras las 12 o 24 horas posteriores a la reperfusion tendria pocas o

nulas propiedades protectoras en el animal.

El tratamiento mas eficaz con SOD seria el realizado sobre lesiones que no fueran

irreversibles y aplicandolo antes de la aparicion masiva de RL, preparando asi una primera

-194-



5. DISCUSION

barrera protectora y evitando asi un pico en la concentracion.
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6. CONCLUSIONES

« SUPERVIVENCIA.

1%) Existe una clara relacion entre el tiempo de isquemia mesentérica y la mortalidad de
los animales sometidos al proceso experimental. Esto se traduce en una evolucion de la curva
de supervivencia, cuyos valores disminuyen considerablemente segin se prolonga la ausencia

de riego intestinal.

2%) Existe un periodo critico para la supervivencia situado en torno a las 60 horas desde

el momento de la reperfusion, traspasado el cual, la tasa de mortalidad se hace nula.

3%) El sexo de los animales resulté ser determinante en cuanto a la mortalidad puesto que,
en las mismas condiciones, hay diferencias significativas en las tasas de supervivencia, segun se
trate de machos o hembras, para tiempos de isquemia comprendidos entre el umbral de

mortalidad y la letalidad 100.

4*) No se ha encontrado relacion significativa entre la moﬁa!idad y el peso de los

amimales.

5" La aplicacion de tratamiento con SOD en tomno al; tiempo de isquemia
correspondiente a la tasa letal media, independientemente del sexo de los animales, modificod

sensiblemente la tasa supervivencia, aunque no de manera significativa.
« DETERMINACIONES ANALITICAS.

6*) Se produjo una elevacion estadisticamente muy significativa de: creatinin-
fosfoquinasa, aspartico transaminasa, alanin transaminasa, lactico deshidrogenasa, y creatinina;
un descenso significativo de urea; y una conservacion de los niveles de sodio y gamma glutamil
transpeptidasa. ;

7%) De la valoracion de los parametros bioquimicos no se han encontrado hallazgos

especificos que puedan ser decisivos para el diagnostico precoz de la isquemia intestinal.
» CLINICO-PATOLOGICAS.

8%) La falta de riego se manifiesta por una serie de alteraciones clinico-patologicas

severas que conducen a la necrosis intestinal y a la muerte del individuo. Las alteraciones
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producidas durante la isquemia mesentérica aguda no se reducen al area afectada por la

isquemia, sino que ademas afectan a 6rganos alejados, especialmente al pulmon.

%) Existe una relacion directa entre el tiempo de isquemia y la: recuperacion de los
procesos fisiologicos normales - ingesta de alimento, ingesta de liquido y defecacion- después

del proceso patologico.

107 El tiempo de recuperacion anestésica no presentd diferencias significativas entre las
distintas series isquémicas. En cambio los animales machos necesitaron menor tiempo de

recuperacion anestésica, estadisticamente significativo, con respecto a las hembras.

11%) El peso corporal tras la primera semana del postoperatdrio experiment0 una
disminucién no significativa, achacable al proceso quirirgico, para aumentar después en las

siguientes semanas de observacion. .
« MDA,

12%) Las concentraciones de malén dialdehido libres, valoradas mediante el test del TBA,
en tejido intestinal sano y en tejido isquémico, tratado con SOD, fueron indetectables, mientras

que en intestino isquémico no tratado, se obtuvieron valores considerables de MDA.
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