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1. INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

1.1  Justificacion

La isquemia estd involucrada en una amplia variedad de procesos patologicos
humanos y animales. En el hombre la causa mas comin de muerte en el mundo occidental
- cardiopatia isquémica - se produce por esta causa.

Entre los animales una buena parte de enfermedades cursan con situaciones
isquémicas primarias o secundarias como sucede en procesos gastrointestinales - torsiones,
vélvulos, invaginaciones, dilatacién gastrica -, enfermedades parasitarias -estrongilosis-, y
muchas de las que causan una mayor mortalidad. Para algunos autores como Cheville,' la
isquemia intestinal, es la principal causa de mortalidad en animales, Fenomenos
1squémicos, a menudo se producen durante la cirugia, sobre todo cirugia vascular y
transplantes. Paradéjicamente, durante la reperfusién el dafio tisular puede incrementarse,
al recibir el tejido isquémico nueva afluencia de sangre oxigenada.

El objetivo de este trabajo es estudiar en conejos Nueva Zelanda de la isquemia
aguda de la arteria mesentérica craneal (AMC), definir la curva de mortalidad producida
segun los tiempos de isquemia; estudiar las lesiones producidas; cuantificar los radicales
libres (RL) producidos durante la fase de isquemia-repermeabilizacion, y comprobar la
eficacia terapéutica de la superéxido dismutasa (SOD), substancia que mediante su accion
antioxidante actuarfa como inhibidor de los efectos lesivos de la 1squemia-reperfusion.

Este interés se justifica ya que en la practica clinica el diagnéstico de las
situaciones isquémicas es dificil y tardio, lo cual ocasiona retrasos en el tratamiento que
fraen como consecuencia una elevada morbi-mortalidad.> ¥ 45

1.2 Isquemia mesenterica e infarto intestinal agudo

1.2.1 Antecedentes historicos

En 1843 Tiedeman, relatd por primera vez la oclusién aguda de la AMC, que
produjo la muerte por isquemia intestinal en un paciente de sesenta afios.

En 1869 Chiene identific por primera vez Ia obliteracion cronica de las arterias
mesentéricas y al describir sus hallazgos en autopsias observé la oclusion compieta del
tronco celiaco y de la AMC en sus origenes respectivos sin que existiera infarto intestinal.

En 1894 Coulcilman propuso por primera vez que el dolor abdominal pudiera ser
consecuencia de la obstruccion de las arterias viscerales.®

Elliot en 1895, publico el primer caso de un paciente que sobrevivid a una
reseccion intestinal por necrosis secundaria a una isquemia mesentérica aguda.

Troter en 1943, distinguié entre las oclusiones agudas por trombosis sobre una
arteria mesentérica arterioesclerdtica y las producidas por oclusiones embdélicas en
pacientes que generalmente presentan una cardiopatia asociada.

En 1921 Klein describié la tercera causa de la isquemia mesentérica aguda,
sefialando la relacion entre la insuficiencia cardiaca vy la isquemnia intestinal oclusiva.

Hasta 1935, la trombosis venosa mesentérica no fue descrita como entidad clinica
diferente de la oclusién arterial.

Cuando Dunphy en 1936 descubrié en necropsias, que siete de los doce pacientes
fallecidos por obstruccién vascular mesenterica, tenian historia de dolores abdominales
recurrentes, fue aceptado de forma general que el dolor abdominal era de origen visceral.

En 1943, el cirujano ruso Ryvlin intenté sin éxito una embolectomia de la AMC.

Klass en 1951 publicé la realizacion de una embolectomia de la AMC fracasada,
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1. INTRODUCCION

ya que el paciente murié a los pocos dias.

La pnmera embolectomia de la AMC a la que se asoci¢ una reseccion intestinal
con supervivencia del paciente, fue publicada por Stewart en 1951.

En 1957 Shaw y Rutledge publicaron la primera embolectomia de la AMC, que no
preciso reseccion intestinal, sefialando también la posibilidad de revisién abdominal tras la
revascularizacion intestinal para verificar el estado de las asas intestinales.

En 1957 Mikkelsen fue el primero en utilizar la expresién "angina intestinal”" para
describir el dolor abdominal recurrente y se aventuré a manifestar que la cirugia de las

arterias viscerales afectadas era factible y que la realizacion de ésta cirugia deberia aliviar
el dolor.

1.2.2  Concepto

La isquemia intestinal se produce por una disminucién 6 ausencia de flujo
sanguineo al intestino. La obliteracion de la arteria mesentérica posterior tiene poca
importancia clinica, a no ser que se encuentre asociada a estenosis u oclusion de las
restantes arterias viscerales.’

Comprende una serie de sindromes clinicos de muy diversa presentacién, con un
pronéstico y mortalidad muy diferentes. *

La velocidad de instauracion de la isquemia mesentérica va a condicionar la
aparicion de dos cuadros clinicos.

- La isq]uemia mesenterica cronica como resultado de la oclusién progresiva de la

AMC."?

« La isquemia mesentérica aguda, consecutiva a la obstruccion stbita de la AMC y

que tiene como consecuencia, una brusca caida de la perfusion en el territorio de la
: 1l
misma.

Ademas de la obliteracion de la arteria mesentérica, también pueden obstruirse las
venas mesentericas, produciendo trombosis venosas primarias (30 %), secundarias (60 %)
o idiopaticas (10 %).* Entre las causas primarias, hay que citar la esplenectomia, la
policitemia vera, la deficiencia de antitrombina III, Ia deficiencia de proteina C, la
deficiencia de proteina S, trastornos de la coagulacion, enfermedades mieloproliferativas,
gestacion, puerperio, uso de anticonceptivos orales y carcinomatosis. Entre las causas de
las trombosis secundarias, hay que mencionar la hipertensién portal, la escleroterapia de
varices esofagicas, el shunt porto-sistémico, la sepsis intraabdominal, pancreatitis,
gastroenteritis, enfermedad inflamatoria del intestino, traumatismos abdominales y
tumores malignos.

Para Anane-Sefah et a/'? y Naitove et al,”* se entiende por trombosis venosa
mesentérica primaria, a la oclusién de la vena mesentérica craneal sin factores
predisponentes, como son, enfermedades hepaticas, homeopatias, traumatismos,

anovulatorios etc., que pudieran inducir a la formacién de trombos en el territorio
esplacnico.

1.2.3 Etiopatogenia

En medicina humana, la causa més frecuente de isquemia mesentérica aguda
(IMA), es la embolia.'* En mas del 90 % de los €asos, el corazdn izquierdo es el lugar de
origen del émbolo.'> ' 17 Los pacientes en fibrilacion auricular, ya sea por valvulopatia
mitral, ¢ secundaria a cardiopatia isquémica, experimentan un estasis sanguineo en la
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1. INTRQDUCCION

auricula izquierda que condiciona la formacion de trombos.'® También estan expuestos los
pacientes con dafio endocardico ventricular por infarto agudo de miocardio (IAM)," o
Zonas aneurismaticas, asi como los portadores de protesis cardiacos.” Fragmentos
desprendidos de endocarditis verrugosa y tumorales de origen cardiaco, son también
causas de embolismo.?" '* 22 Con mayor rareza, la trombosis venosa profunda (TVP) de
miembros inferiores (MMII), puede embolizar el sisterna arterial mesentérico a través de
comunicaciones entre las camaras cardiacos, originando una forma de embolia
paradéjica.'® i

La segunda gran causa de isquemia mesentérica aguda (IMA), es la trombosis."
Los pacientes portadores de estenosis arteriales significativas, o aneurismas, pueden
experimentar fenémenos de trombosis locales, con la consiguiente obliteracion de la Iuz
del vaso.” La causa mas frecuente de trombosis mesentérica es la arteriosclerosis, que
suele afectar a los dos primeros centimetros de la AMC.2*

La tercera causa, mucho menos frecuente de IMA, son los traumatismos.” La
causa yatrogénica, ya sea quirtrgica o debida a exploraciones es excepcional. Contusiones
abdominales graves por accidentes de trafico, o laborales, pueden ?rovocar arrancamientos
6 compresiones locales por hematomas de los vasos mesentéricos.2

La IMA no oclusiva es producida en pacientes con bajo gasto cardiaco.® Los
pacientes en estado de shock reaccionan con artericespasmo del territorio esplacnico vy
apertura de shunts arteriovenosos precapilares, en un intento de mantener la perfusién de
los 6rganos vitales.'® Este espasmo conduce a una isquemia del territorio intestinal con
obstruccion orgénica demostrable, !’

Ciertos productos, como ergotaminicos, vasopresina etc., pueden provocar ar-
terioespasmo en el territorio de la AMC y condicionar el cuadro clinico de isquemia
mesentérica aguda, sin mediacidn de bajo gasto cardiaco.”’

En medicina veterinaria, la isquemia intestinal, es la principal causa de mortalidad
en animales.' Son frecuentes las obstrucciones parciales o totales, producidas en los
équidos como consecuencia de parasitaciones intestinales. Mas del 90 % de los caballos
tienen lesiones inflamatorias en esta area aun cuando el control de helmintos parezca ser el
adecuado.”® El infarto suele deberse a trombosis de los vasos mesentéricos por migracion
de larvas de Strongilus vulgaris hasta la pared de la AMC. El trastorno es de dificil
diagnéstico sin laparotomia v el indice de mortalidad es muy elevado.”” En el ganado
vacuno esta afeccion es rara, aunque ha sido descrita.*

En vacunos, en ocasiones se producen situaciones isquémicas como consecuencia
de la in%estién de agentes vasoactivos, como ergotamina a partir de piensos infectados por
hongos.”!

La isquemia intestinal se produce con frecuencia por torsién mesentérica de
distintas porciones del intestino delgado. La torsién del ciego o del colon mayor puede
producirse por movimientos de rotacién en el caballo, por ejemplo durante ataques de
colico de diferente etiologia. Este proceso cursa con cifras de mortalidad de hasta el 70 %
de los animales afectados.’” ** Durante la torsion, la obstruccion de la luz del colon y la
oclusién vascular ocasionan necrosis de la mucosa y trombosis vascular derivada de los
efectos combinados de la compresién transmural y de una isquemia normotérmica por
interrupcién del flujo sanguineo.* La reperfusion del colon puede producir lesiones atin
mayores, conduciendo a un fallo multisistémico, debido a varios mecanismos, incluyendo
aquellos mediados por factores inflamatorios y de la coagulacién.®® La gestacion y el parto
aumentan esta predisposicion. La torsién del colon menor es mas rara debido
probablemente a la pequeiia longitud de su mesenterio.

En los pequefios animales, sobre todo perros y gatos, también es frecuente la



1. INTRODUCCION

isquemia intestinal por torsién del intestino del gado o grueso,

1.2.4 Fisiopatologia

La circulacién sanguinea inadecuada o interrumpida hacia el intestino, es un
problema comun. La obstruccion de los vasos eferentes, el bloqueo de los aferentes asi
como un flujo reducido a través de una circulacidn abierta producen dafio hipoxico al
intestino.

Aungue existen diferentes causas de oclusién aguda de la circulacién mesentérica,
todas ellas conducen por la misma via fisiopatoldgica, al infarto intestinal irreversible.
Segun Carbonell e a/, una de las caracteristicas més importantes de la isquemia intestinal
aguda, es la repercusion generalizada de éste proceso en el resto del organismo.’® La
reaccion inicial del intestino ante la 1squemia es el espasmo, con arterias vacias v
apulsatiles. Después de tres ¢ cuatro horas, el tono muscular desaparece y el intestino se
vuelve cianético, distendido y edematoso. Durante las horas siguientes se incrementa el
edema y aparecen areas de decoloracion, siendo mas frecuentes en la region ileocecal, que
es la parte mas distal en el origen embriologico, para el aporte sanguineo, bien
directamente por la AMC, ¢ colateralmente por el tronco comun y arteria mesentérica
caudal.”’

El intestino se infarta progresivamente, apareciendo areas verdosas o incluso
negras de auténtica gangrena, siendo la perforacién infrecuente. La destruccion del
intestino es segmentaria, porque el flujo sanguineo residual depende de diversos factores
locales, como son: mecanicos, bioquimicos, hormonales y del contenido bacteriologico en
sus diferentes asas.*® ** Dos hechos terminales aparecen constantemente en la isquemia
intestinal aguda (IIA) por un lado, una moderada cantidad de liquido peritoneal turbio de
olor nauseabundo y la presencia de burbujas de gas en el sistema venoso mesentérico
posiblemente derivado de la actividad bacteriana en la pared intestinal *

En la pared intestinal, la mucosa es la capa mas sensible a los efectos de la
isquemia, debido, a que es la capa metabolicamente mas activa, a la particular disposicién
de sus vasos nutricios y a su proximidad a la flora bacteriana de la luz intestinal.*'

Tras la instauracién de una isquemia mesentérica aguda, el cambio mas precoz
detectado al microscopio dptico (MO) es el despegamiento del epitelio y la formacién de
un espacio (espacio de Gruenhagen) entre las células glandulares de revestimiento
superficial y la membrana basal®® Las cuspides de las vellosidades comienzan a
denudarse, acumulindose una membrana de epitelio necrético, fibrina, células
inflamatorias y bacterias. Mas tarde aparece, el edema con hemorragia de la mucosa, que
se extiende progresivamente a la submucosa. Estos cambios causan en la submucosa, la
protrusion de las capas mas internas del intestino en su luz, produciendo la imagen tipica
en huella dactilar. Con el tiempo, la mucosa se necrosa, filcera y se desprende.
extendiéndose la lesion isquémica a las capas mas externas de la pared intestinal.

Al microscopio electrénico (ME), ocurren cambios sutiles en las células mucosas a
los diez minutos de instaurada la isquemia.”’ A los treinta minutos son evidentes las
alteraciones a nivel del reticulo endoplasmico (RE) liso y rugoso, presenténdose mas tarde
la afectacion mitocondrial. Cuando llegan a romperse las membranas de los lisosomas, se
liberan enzimas autoliticas, que al lesionar las células vecinas, inician un circulo vicioso de
destruccidn intestinal continua,*?

La leucocitosis es un hallazgo precoz y ¢l aumento de la hemoglobinemia y
hematocrito es un reflejo de la hemoconcentracion producida por la pérdida de plasma
hacia la luz intestinal® La caida de volemia efectiva provoca una importante
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vasoconstriccion periférica con severa hipoperfusion sistémica, que condiciona la
aparicion de una profunda y dificilmente corregible acidosis metabdlica.

En la IMA la hipoamilasemia es un hallazgo precoz. Tardiamente, en el curso de
un infarto mesentérico, los niveles de LDH, GOT, GPT y CPK est4n elevadas.®

1.2.5 Clasificacion

En términos generales, las isquemias pueden clasificarse por su etiologia del
siguiente modo:

ISQUEMIAS OCLUSIVAS EMBOLIGENAS
CARDIACAS: ATEROEMBOLISMO!| PARADQIJICAS YATROGENICAS
Desde la circulacion

Fibrilacién auricular

(trombos Ateroesclerosis sistémica a través de Qatéteres, guias,
auriculares), §hun_ts derecha - |aire.
izquierda.
Infarto de miocardio Aneurismas
(trombos murales).
Aneurismas
ventriculares
(trombos murales).
| Viélvulas artificiales.
Endocarditis.
Tumores (mixomas,
fibrosarcomas).
ISQUEMIAS OCLUSIVAS TROMBOGENAS
Ateroesclerosis | Aneurismas | Arteritis
ISQUEMIAS OCLUSIVAS TRAUMATICAS
YATROGENICAS NO YATROGENICAS
Procedimientos diagnésticos invasivos y técnicas
quinirgicas Directas: secciones, confusiones
Indirectas: compresion por hematomas

ISQUEMIAS NO OCLUSIVAS: SHOCK

CARDIOGENICO SEPTICO HIPOVOLEMICO
Fallo cardiaco congestivo Hemorragico
. . Quemaduras, vdmitos y/o
Infarto agudo de miocardio diarreas profusas
Arritmias graves Pancreatitis ,
necrohemorragica

ISQUEMIAS NO OCLUSIVAS: DROGAS
Ergotaminicos | Digoxina Progestagenos | Vasopresina Catecolaminas
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1.2.6 Tratamiento

La insuficiencia mesentérica aguda acarrea una isquemia intestinal que termina
por producir necrosis intestinal con perforacion, peritonitis y muerte. Este cuadro,
generalmente producido por la obstruccién de la AMC, fue inicialmente reconocido por
Tiedeman en 1843 y tratado quirirgicamente con éxito por primera vez, por Elliot en
1895,

En 1957 Shaw practicé la primera embolectomia de la AMC con éxito, sin
necesidad de reseccién intestinal.

La mortalidad de la isquemia es elevada si no es intervenida, variando desde el
95% en pacientes con trombosis arterial, al 50% de pacientes con oclusidn arterial
embolica, 67% en pacientes con isquemia mesentérica no oclusiva y 30% en la trombosis
venosa mesentérica.*®

El unico tratamiento actualmente favorable de la isquemia intestinal aguda IIA es
el quirirgico. Sin embargo el éxito de este tratamiento dependera directamente de la
prontitud del diagndstico, con el fin de poder practicar una revascularizacién mesentérica,
antes de que se produzcan lesiones intestinales irreversibles. Si la obstruccion es producida
por una embolia, el tratamiento quirirgico consistira en una embolectomia (con catéter de
Fogarty) de la AMC. Si por el contrario la oclusién, es una trombosis aguda, no podra ser
tratada simplemente con trombectomia, sino que es necesario una revascularizacion
mesentérica, mediante endarterectomnia de la arteria meséntérica craneal 6 colocacion de un
injerto de vena 6 protésico.

Una vez restablecido el flujo mesentérico, debe observarse meticulosamente el
intestino, tras 10 6 15 min de espera y comprobar si reaparece la coloracién y pulso en las
arcadas intestinales; el segmento intestinal con apariencia de necrosis, debe resecarse y
restablecerse la continuidad por anastomosis término terminal del mismo.

Si se observan segmentos dudosos de intestino, es recomendable su reseccion y
practicar una segunda laparotomia, "second look operation”, al cabo de 24 horas, momento
en el cual habrd que resecar cualquier segmento intestinal que no esté totalmente
recuperado, con el fin de evitar su necrosis y perforacion.

La 1A no oclusiva es un cuadro de isquemia mesentérica aguda, pero que no tiene
lesiones arteriales organicas que lo justifiquen. La 1squemia intestinal en éste caso, esta
provocada por una vasoconstriccion esplacnica generalizada, que mmposibilita el adecuado
aporte de oxigeno a la pared intestinal y termina por producir infarto y perforacién
intestinal. La causa mas frecuente es el estado de shock causado por un bajo gasto
cardiaco, se}nsis etc. asi como, por la intoxicacidén de determinados farmacos, como los
digitalicos.” ¥’ Fl tratamiento de éstas isquemias mesentéricas no oclusivas es médico y

consiste en corregir la causa que lo produce o suspender el farmaco causante de la
intoxicacion,

1.3 Laisquemia mesentérica en la experimentacién animal: modelos animales

1.3.1 Modelos experimentales en conejos

En 1958 Shapiro et a/ utilizaron un modelo experimental de isquemia mesentérica
en conejos, para valorar la repercusién que podria tener el déficit circulatorio intestinal
sobre todo el sistema circulatorio®’ en conejos Nueva Zelanda, a los que bajo anestesia
general y a través de una laparotomia media, pasaban un hilo de seda bajo la AMC,
introduciéndolo después en un tubo rigido de plastico con suficiente longitud para poder
ser enterrados en ¢l tejido subcuténeo. El hilo quedaba suelto para, bajo anestesia local,
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provocar una isquemia intestinal aguda anudando los extremos de la seda, retirando
después el hilo y el tubo de plastico, sin necesidad de reabrir la cavidad abdominal.

Formaron cuatro series, tres de las cuales sufrieron isquemia aguda de la AMC
durante 1 hora y en la cuarta serie se provoco la isquemia durante tiempo indefinido sin
ningun tipo de tratamiento, observandose el tiempo de supervivencia. En dos de las tres
series sometidas a una hora de isquemia, los conejos fueron tratados con dibenamine (20
mg/kg) y antibidticos (neomicina 100 mg y bacitracina 10.000 U). La tercera no fue
tratada.

En la serie sometida a una 1 hora de isquemia aguda, el 89 % de los animales
murieron entre los 40 min y las 7 horas de la reperfusion de la AMC,

En el examen postmortem, el intestino presentaba hemorragias localizadas vy
difusas intramurales v segmentos intestinales de coloracién violdcea difusa. También habia
edema en el ileon terminal. No se observo liquido hemorragico en la luz intestinal, ni
liquido peritoneal ni reaccién inflamatoria en el peritoneo. Los cultivos en sangre v
peritoneo fueron negativos.

Los animales, sometidos a una isquemia aguda permanente, se mantenian en
buenas condiciones clinicas durante las seis primeras horas, pero después desarrollaban
una severa hipotension que les conducia en poco tiempo a la muerte.

En la serie tratada con antibidticos previamente a la isquemia intestinal,
sobrevivieron el 76 %. Los restantes, aunque murieron, tuvieron una supervivencia mas
prolongada, que los de la serie no tratada. Sus hallazgos macroscépicos fueron idénticos a
los encontrados en los animales no tratados después de 1 hora de isquemia.

Los conejos tras la isquemia intestinal desarrollaban un shock severo, del cual los
animales supervivientes se recuperaban, hacia la sexta hora de la intervencidn,
encontrandose bien desde el punto de vista clinico al dia siguiente.

De forma adicional, se formé una nueva serie con nueve conejos, tratados
previamente a 1 hora de isquemia de la AMC con antibi6ticos (neomicina y bacitracina),
sacrificandolos a las 4 horas de repermeabilizar dicha arteria, encontrando, en dos de ellos
hemorragia intramural intestinal, en otros tres, hemorragias puntiformes intestinales y en
los ultimos cuatro conejos, no se evidenciaron cambios macroscépicos.

En la vltima serie, 20 conejos fueron sometidos a IIA previamente tratados con
dibenamine, falleciendo solamente 5 animales (25 %) y alcanzando una supervivencia de
un 75 % (15 conejos). De los animales fallecidos, tres presentaron nistagmus, ataxia y
convulsiones, por lo que es posible que murieran por los efectos téxicos del dibenamine.

En 1973, Caridis, trabajé en otro modelo en conejos,39 para estudiar la mortalidad
y supervivencia de dichos animales, después de ser sometidos a una isquemia intestinal por
clampaje de la AMC durante 1 hora, tratdndolos con un lavado peritoneal intermitente.
Para ello, emplearon conejos Nueva Zelanda, machos de 2 a 3 Kg, anestesiados con
pentobarbital. Previa laparotomia media, se ligaba durante 1 hora la AMC vy al cerrar le
incision se dejaba un catéter para el lavado peritoneal, con 50 ml de solucién isoténica de
dextrosa al 1.5 %, a la que se afiadia CIK al 0.03 %. La presién sanguinea se midié con un
catéter colocado en la arteria femoral. Se tomaron también muestras de sangre de la arteria
femoral, antes de la oclusién de la AMC, justo antes de ser desclampada y cada hora
durante las 6 horas siguientes en los animales supervivientes, para determinar la
concentracion de endotoxinas en plasma por la técnica descrita por Reinhold er al** El
volumen plasmético se midi6 con seroalbiimina humana marcada, antes de provocar la
oclusion de la AMC y a las 3 horas siguientes.

Utilizaron 46 conejos, agrupados en cinco series, 6 animales para la serie control y
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el resto para las otras cuatro, con 10 conejos cada una. En la serie control, se ligd la AMC
durante 1 hora. En la siguiente serie, ademas de la oclusién de la AMC durante 1 hora, se
hicieron dos lavados peritoneales de 15 min de duracion, uno, inmediatamente después de
pinzar la AMC y otro, inmediatamente después de desclampar la AMC. En la siguiente,
ademas del clampaje de la AMC durante | hora, los lavados peritoneales se hicieron cada
20 min, durante las 7 horas siguientes al mismo. En la siguiente, se hizo lo mismo que en
la serie precedente reponiendo ademas el déficit plasmatico, a las 3 horas de la oclusidn de
la AMC, para mantener Ia volemia normal. En la ultima serie, se hizo lo mismo que en la
anterior y ademas se administr a cada uno, 5 gr de kanamicina en 30 m! de agua dentro de
la luz del ciego, justo antes de desclampar y a las 4 horas siguientes.

En la serie control, la mortalidad fue del 100 %, entre las 2 y 3 horas del
desclampaje de 1la AMC.

En la serie con oclusion de la AMC durante 1 hora y dos lavados peritoneales, se
produjo la misma supervivencia y mortalidad que en la serie control. En la siguiente serie
donde ademas de la oclusién de la AMC durantel hora se hacian lavados peritoneales cada
20 min, se encontrd un aumento significative de la supervivencia de los conejos, con
respecto a las series previamente mencionadas.

En la serie donde se reemplazo el volumen plasmatico, a las 3 horas de provocada
la isquemia, no se encontré mejoria significativa de la supervivencia, con respecto a la
serie anteriormente citada.

En la Gltima serie, se produjo un aumento significativo en la supervivencia de los
animales.

Risueifio et al en 1991, realizan un estudio de los niveles de la actividad enzimatica
B-n-acetilhexosaminidasica en el intestino isquémico del conejo,”” empleando para el
trabajo 21 conejos de raza Nueva Zelanda, de ambos sexos, con pesos comprendidos entre
1,2 y 4 Kg anestesiados con pentobarbital sédico. Mediante una laparotomia media,
resecaron un segmento de intestino delgado no isquémico de todos los animales, para el
estudio de microscopia electronica y la determinacién de los niveles enzimaticos de B-n-
acetilhexosaminidasa. A continuacion, pinzaron la AMC, 1 hora en 4 animales, 2 horas en
6 animales, 3 horas en 6 animales y 4 horas en 5 animales. Al cabo de estos tiempos,
extrajeron otro segmento de intestino delgado adyacente, para ser sometido al mismo
estudio.

La actividad enzimatica de B-n-acetilhexosaminidasa no mostro diferencias
significativas en los diferentes tiempos de isquemia con respecto al control (sin isquemia).

A partir de la segunda hora de isquemia, en el estudio electromicroscopico,
aparecian los signos de sufrimiento celular del tipo de la apoptosis, que afectaban a las
células principales de las vellosidades.

A las 3 horas se incrementaba el numero de niicleos de células principales con
signos de apoptosis y comenzaban a afectarse algunas células caliciformes.

A la cuarta hora, la afectacién de las células caliciformes fue muy manifiesta.

En 1994, Guijarro™® estudié en conejos la isquemia intestinal, valorando las
alteraciones morfoldgicas y funcionales provocadas por la oclusidn aguda de la arteria
mesentérica superior durante 30 y 60 minutos y la supervivencia y las variaciones del peso
corporal durante 11 semanas, asi como el efecto terapéutico de la fructosa 1-6 difosfato.
Emple6 para ello 140 animales de raza Nueva Zelanda, anestesiados con pentobarbital
sodico y manteniendo la anestesia con gases. Los animales fueron distribuidos en siete
series de 20 ejemplares cada una, la primera para el control de pesos, una segunda sham o
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simulada a la que se practicd laparotomia pero no isquemia, la tercera y cuarta
respectivamente, fueron sometidas a isquemia de la AMC durante 30 y 60 minutos, la
quinta fue otra serie sham sin isquemia a la que se le tomaron muestras para su analisis,
igual que a la sexta, con isquemia de 60 minutos y con la séptima, sometida a isquemia
durante 60 minutos se realizo el ensayo clinico con fructosa 1-6 difosfato toméndose
también muestras para su analisis.

Los animales fueron sometidos a laparotomia media, pinzandose por medio de un
clip durante el tiempo necesario para cada serie la AMC.

No hubo diferencias significativas en la mortalidad entre las series isquémicas de
30 y 60 minutos, aunque encontré diferencias significativas en el tiempo medio de
supervivencia a favor de la serie de 30 minutos.

La mortalidad durante las primeras 48 horas, oscil6 entre el 70% para la serie de 30
minutos de isquemia y el 83,3% para la serie de 60 minutos.

La supervivencia obtenida en la serie isquémica de 60 minutos tratada con fructosa
1-6 difosfato, fue significativamente mayor que la de la serie de 60 minutos sin
tratamiento, lo cual indica el posible efecto beneficioso de esta substancia. El tiempo
medio de supervivencia, también fue mas elevado en los animales tratados.

Los pesos medios, fueron significativamente mas bajos al final del periodo de
observacion, en los animales no tratados con fructosa 1-6 difosfato, en relacion a los
animales tratados.

Los resultados analiticos del suero sanguineo, no ofrecen diferencias significativas
entre los animales sometidos a isquemia, con y sin tratamiento y los controles por lo que
no 'parecen de utilidad para el diagndstico y prondstico evolutivo de las lesiones
isquémicas mesentéricas.

Las lesiones encontradas en los animales fallecidos, de las series isquémicas,
consistieron fundamentalmente en denudacion del epitelio de revestimiento superficial
vellositario y glandular. En todos estos animales, se encontraron lesiones edematosas

agudas de pulmén y hemorragias intersticiales y alveolares, lo cual puede considerarse
como ultima causa de muerte

1.3.2  Modelos experimentales en perros

En 1963, Adrian Marston realiz6 un trabajo experimental en perros para conocer
los cambios producidos en el volumen sanguineo, después de provocar una isquemia
aguda de la AMC, asi como las alteraciones macroscépicas y microscopicas en la pared
intestinal.” Utiliz6 26 perros, con pesos comprendidos entre 11 y 19 kg, anestesiados con
nembutal y midiendo la temperatura con una sonda intraesofagica. La isquemia aguda
mesentérica fue provocada colocando un torniquete en el nacimiento de la AMC después
de una laparotomia xifopubiana. El volumen sanguineo se midiéd con albimina marcada
con I"' al principio del experimento y una vez provocada la isquemia mesentérica, se
volvié a medir en unos animales a intervalos horarios y en otros al principio y final del
experimento. La presidn sanguinea se valord con una canula intradrtica colocada a través
de Ia arteria femoral mientras las muestras sanguineas fueron tomadas por otra canula
insertada en la vena femoral. La presion portal se midié con una fina canula colocada en la
vena esplénica. En éste trabajo se formaron dos grupos de animales, 6 en el grupo control y
20 en el problema, ocluyendo en éstos tiltimos la AMC.

Inmediatamente de provocar la isquemia mesenterica, se observé palidez vy
vaciamiento arterial a lo largo del territorio intestinal. Al cabo de 3-4 horas, el intestino se
puso ciandtico y perdio su tono. A las 5-6 horas aparecié edema y hemorragia intestinal,
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con heces sanguinolentas. Después de 8-9 horas, ¢l edema era mas marcado y los
trastornos en la coloracién manifiestos, sobre todo en la regidn ileocecal. En ningimn caso
se observo perforacién de pared intestinal, aunque si aparecié una pequefia cantidad de
liquido peritoneal con aspecto turbio.

Todos los animales murieron entre las § y 16 horas de isquemia mesentérica. La
presion arterial suffié un progresivo descenso después de las primeras cuatro horas. La
presion portal permanecié estable durante todo el tiempo de observacién. Las variaciones
del volumen sanguineo fueron significativas, produciéndose una reduccién media en el
mismo del 35-40 %, segin el tiempo transcurrido desde la ligadura de la AMC hasta la
muerte del animal, mientras que el hematocrito experimenté a su vez un significativo
incremento.

Histologicamente, la destruccién de la pared intestinal era evidente tras ligar
durante 1 hora la AMC. Las vellosidades de la mucosa empezaron a desprenderse también
en este momento, formando un conjunto de material necrético y bacteriano. Un poco més
tarde el edema y la hemorragia eran evidentes. También fue notorio, que mientras las
arterias estaban vacias de sangre, las venas aparecian bastante dilatadas, sobre todo al final
del periodo de observacién isquémico.

En el grupo control no se produjeron estos sintomas, falleciendo uno de los
animales con sintomatologia respiratoria.

Kobold ez a/ publicaron en 1963 un trabajo, en el que cuantificaron e identificaron
distintas sustancias vasoactivas liberadas durante diferentes tipos de isquemia intestinal,
experimental y clinica,’? usando tres modelos para provocar respectivamente la oclusion
venosa, arterial y mixta.

La oclusién venosa se produjo en diez perros en un segmento yeyunal de 20
pulgadas, al cual se le ligaron sus extremos, aislando y pinzando de forma indefinida las
venas de dicho segmento y desclampandolas al cabo de una hora en otros diez animales.

La oclusion arterial de la AMC se realizd por un artilugio que se mantenia
indefinidamente en unos casos y en otros se soltaba a las cuatro horas de ser provocada la
isquemia mesentérica.

La oclusién mixta se provocaba por la oclusién simultinea de la arteria y vena
mesentericas superiores, de forma indefinida en unos casos y durante cuatro horas en otros.

Se comprobé que la oclusién vascular de un segmento yeyunal provocaba la

liberacion de sustancias vasoactivas, histamina, serotonina, catecolaminas y polipéptidos
vasoactivos y la caida de la presion sanguinea.
No se estudid el modelo de oclusion venosa, con repermeabilizacion, porque se comprobd
que los resultados eran muy parecidos a los encontrados con la oclusién venosa indefinida,
produciéndose una trombosis secundaria después de una hora de isquemia venosa, que la
convertia en indefinida en todos los casos.

Para estudiar si la hipotension producida era debida a la liberacion de sustancias
vasoactivas, o a la pérdida de liquidos o sangre como consecuencia de la isquemia vascular
mesentérica, se utilizaron 5 animales, a los que se provoco isquemia de la AMC durante 4
horas, al cabo de cuyo tiempo se repermeabilizo la misma, comprobandose una brusca
caida de la tension arterial, no acompafiada de una elevacion de sustancias vasoactivas en
principio, aunque en cambio si aumentaron significativamente al final de la experiencia (8
horas).

Para estudiar la relacion entre las sustancias vasoactivas y la resecciéon de
segmentos intestinales estrangulados, se tomaron 5 animales, a los que se provocod una
isquemia venosa durante 3 horas del segmento intestinal correspondiente. Al cabo de dicho
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tiempo, se procedio a la reseccibn de dicho segmento intestinal estrangulado,
provocandose una hipotension moderada v a un lavado de la cavidad peritoneat con 500 ml
de suero salino. En los resultados los autores comprobaron, que todos los animales
sobrevivieron no precisando apoyo fluidoterapico y que se producia una caida en los
niveles de sustancias vasoactivas, después de la reseccion intestinal. Este dato hace pensar,
que el origen de las sustancias vasoactivas ¢ de otros agentes toxicos, estaria en el
intestino, las cuales serian causantes, al menos en parte, de la hipotension arterial.

En 1970 Chiu et al realizan una serie de experimentos para valorar las alteraciones
morfolégicas, hemodinamicas y metabdlicas que ocurrian en el intestino cuando era
sometido a situaciones de isquemia intestinal ¥ Formaron tres series de animales,
utilizando para ello perros Mongrel, con un peso comprendido entre 15 y 20 kg.

En una serie, utilizando 30 animales, se provocd isquemia intestinal aguda,
colocando un clamp vascular en el origen de la AMC durante 60 min En otra serie, en la
que se utilizaron sélo 6 animales, se instaurd una isquemia intestinal regional mesentérica
por la reduccion del flujo en la AMC a 5 ml/kg/min a través de un by-pass colocado entre
la arteria femoral y la AMC. En la tltima serie, también se usaron 6 animales y por medio
del mismo puente femoral - a. mesentérica, el flujo se redujo15 ml/kg/min

Las lesiones encontradas en la mucosa intestinal se clasificaron en los siguientes
grados:

Grado 0. Mucosa intestinal normal.

Grado 1. Desarrollo de un espacio subepitelial, denominado de Gruenhagen, que

frecuentemente se localiza en la parte alta de las vellosidades. A veces puede haber

congestion vascular.

Grado 2. Extension del espacio subepitelial, que se acompafia de una moderada

elevacion de la capa epitelial desde la lamina propia.

Grado 3. Separacion del epitelio de revestimiento superficial vellositario. Algunos

puntos de las vellosidades estin denudados de epitelio.

Grado 4. Vellosidades denudadas con presencia de la limina propia y capilares

dilatados. Puede observarse aumento de la celularidad en la lamina propia.

Grado 5. Digestién y desintegracion de la 1amina propia. Presencia de hemorragia
y ulceracién.

Consideran estos autores el espacio de Gruenhagen como la lesién mas precoz de
la mucosa intestinal observada en el microscopio Optico, cuando se provoca una lIA,
siendo su ubicacion a nivel subepitelial, cerca del apex o punta de la vellosidad. Es posible
que el liquido acumulado en el este espacio proceda de los capilares, los cuales a veces,
estan distendidos y posiblemente la anoxia provocada por la isquemia, provoque un
aumento de su permeabilidad.

Las lesiones intestinales que se produjeron en las tres series de animales, eran
similares, observando que el momento de instaurarse el dafio de la mucosa, estaba en
funcién del flujo sanguineo intestinal. Estos hallazgos, han sido confirmados en estudios
realizados en gatos, ratas y humanos, que habian sufrido situaciones de bajo flujo
intestinal.

También estudiaron la relacién entre 1a lesién morfoldgica de la mucosa intestinal
y su funcién de barrera comprobando que tras la administracion de d-tubocuranina en la
luz intestinal, el curare no cruza la barrera de la mucosa intestinal en el intestino normal,
produciéndose por el contrario en situaciones de isquemia intestinal la muerte del animal
por paralisis respiratoria poniendo de manifiesto, que la desintegracion de la mucosa
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intestinal, permite el paso del curare a través de dicha barrera intestinal.

La evolucién del epitelio intestinal desintegrado fue otro de los problemas tratados
en €ste trabajo, para lo cual se continué el estudio bidpsico de la mucosa intestinal que
habia sufrido isquemia durante 30 min, comprobando que las células perdian citoplasma de
su porcion basal, mostrandose delgadas e irregulares, siendo progresivamente sustituidas
por otras células que emigraban desde las criptas durante los dos o tres dias siguientes a la
isquemia.

En 1970, Brown et al estudiaron con microscopia electronica las lesiones de la
mucosa ileal en los estados de shock y de bajo flujo, para poder tener un mejor
conocimiento de la secuencia lesional durante la oclusion de la AMC.® Emplearon 7
perros machos, anestesiados con nembutal, a los que, a través de una laparotomia media, se
clamp6 la AMC durante 30 min Las biopsias intestinales del ileon fueron obtenidas por
una incisién, a lo largo del borde antimesentérico del ileon, previo a la isquemia y a los 3,
5, 10y 30 minutos de clampaje de la AMC.

A los 3 min de isquemia mesentérica, no se observaron cambios por microscopia
optica (MO) ni electrénica (ME). A los 5 min, el aspecto de las biopsias al MO era normal,
en cambio al ME aparecieron cambios en la célula localizados en la region infranuclear.
observandose abolladuras y una palidez mas intensa que en la zona supranuclear. Las
mitocondrias tenfan forma ovalada y los espacios intercelulares proximos a la membrana
basal tenfan un grosor més acentuado y eran mas prominentes. A los 10 min, la imagen al
MO era normal. Al ME se observaron cambios estructurales consistentes en, dilatacién del
reticulo endopldsmico rugoso (RER) en la zona supranuclear, mitocondrias edematosas y
con forma ovalada y pérdida de granulos electrén densos. La membrana nuclear esti
separada de la periferia del nucleo por un fluido a modo de vacuola. Los espacios
intercelulares estaban dilatados con lagunas conteniendo proteinas. Entre las
microvellosidades habia vesiculas de aspecto claro. El aparato de Golgi era normal en la
mayoria de las células, aunque podia presentar un dafio precoz con fusién de los sacos v
pequeiias dilataciones de los mismos. A los 30 min de la oclusion de la AMC, se observo
con MO, una acumulacién de liquido en el espacio subepitelial, con desprendimiento de
células. Al ME, las células del epitelio de revestimiento tienen una apariencia borrosa
homogeénea. El reborde terminal de las microvellosidades desaparece completamente. Las
mitocondrias son redondeadas y aparecen como sombras de si mismas. El 4rea infranuclear
estd muy dilatada y abollonada con fractura de membranas celulares, que pueden
comunicar citoplasmas entre si. Se observé asi mismo material protein-like, dilatando los
espacios intercelulares y obliterando las membranas basales. Las células de revestimiento
superficial cilindricas separadas por el liquido proteinico mencionado, se desprendian de la
membrana basal dejando un espacio que al MO es el espacio de Gruenhagen. Entre las
microvellosidades aparecian muchas microvesiculas. El aparato de Golgi estaba tan
distorsionado, que apenas era reconocible, aunque los lisosomas permanecian intactos. La
mucosa entérica estd obviamente disminuida. La doble lamina de la membrana basal no
era discemible, estando dicha membrana basal engrosada v no guardando su contacto
habitual con las células, debido a las roturas de las membranas intercelulares.

Hashimoto er a/ en 1971 publicaron un trabajo, con el propdsito de valorar la
lesion pulmonar producida por productos liberados de la vena mesentérica craneal, después
de que la AMC fuese clampada durante 30 min, cuantificando también los cambios
metabolicos, hemodindmicos, de plasma sanguineo y niveles de catecolaminas, antes,
durante y después de repermeabilizar la AMC ocluida.> Para ello utilizaron 30 perros,
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anestesiados con tiopental soédico, 200 - 300 mg/kg via [V y respiracion espontanea,
excepto aquellos animales a los cuales les fue abierto el torax, en los cuales colocaron un
tubo endotraqueal. Por medio de una laparotomia xifopubiana, se abordaba la AMC en su
origen, provocando la isquemia mesentérica, colocando un clamp durante 30 min,
comprobando la ausencia de pulso en las arterias de la pared intestinal, que se recuperaba
al retirar el clamp.

Tomaron muestras de sangre arterial y registraron la presién sanguinea sistémica a
través de un catéter colocado en la arteria femoral mientras que por un catéter colocado en
la auricula derecha a través de la vena yugular, se tomaron muestras de sangre venosa y se
registro la presion venosa central. Los animales fueron divididos en seis series de 5 perros
cada una, siendo todos ellos sometidos a IIA por clampaje de la AMC durante 30 min.

En la primera serie, los animales solamente fueron sometidos a isquemia, para ser
sacrificados 48 horas después, con el objeto de valorar las lesiones organicas. Todos los
animales sobrevivieron las primeras 48 h, siendo sacrificados en esa fecha y encontrando
en 4 de ellos, ligera enteritis hemorréagica y en el otro una enteritis moderada. En todos se
vieron gran numero de petequias peritoneales y en dos animales se observé invaginacion
del intestino delgado.

Los animales de la segunda seric se utilizaron, para medir los cambios
hemodinamicos y metabélicos antes de la isquemia y a los 20 min, al primer dia, segundo,
tercero y cuarto dia, de ser provocada la isquemia de la AMC. Un animal muri6 a las 24
horas y otro a las 72 horas de provocarse la [TA. A los 20 min de la repermeabilizacion, el
gasto cardiaco disminuyé significativamente y la resistencia vascular periférica aumento
significativamente con respecto a las cifras control. La necropsia, mostré ligera enteritis
hemorragica y gran nimero de petequias en peritoneo y en uno de ellos aparecid
hemorragia en el musculo ventricular izquierdo

En la tercera serie, se midieron los niveles de catecolaminas en la arteria femoral,
auricula derecha y vena porta, a los 20 min v a las tres horas de repermeabilizar la AMC,
comprobando que la norepinefrina (NE) aumenté significativamente a los 20 min v a las 3
horas de la reperfusion intestinal, con respecto a las cifras basales (preisquemia), mientras
que la epinefrina (E) no cambio.

En la cuarta serie, los cinco animales se utilizaron para la perfusién pulmonar con
sangre procedente de la vena mesentérica craneal (VMC), después de haberse provocado
30 min de isquemia aguda de la AMC. Para ello abrieron el térax y colocaron un extremo
del catéter en la arteria pulmonar derecha inferior y el otro extremo en la VMC, utilizando
una bomba (40 ml/min) para inducir la perfusién pulmonar durante 3 horas, justo después
de iniciarse la repermeabilizacién de la AMC. Se apreciaron lesiones pulmonares
congestivas, edematosas y trastornos de la capilaridad en 3 de los 5 animales usados, asi
como edema traqueal en un perro con congestion pulmonar.

En la quinta serie, los 5 animales se sometieron también a una isquemia aguda de ia
AMC durante 30 min y se determing la presién sanguinea, la frecuencia cardiaca, el gasto
cardiaco y la resistencia periférica, antes de provocarse la isquemia, a los 20 min, 1, 2 y 3
horas de repermeabilizarse la AMC.

La presion sanguinea empezo a disminuir inmediatamente de comenzar la oclusion
de la AMC, para alcanzar el 75 % de su valor basal, a las 3 horas de la repermeabilizacion.
La frecuencia cardiaca no varié significativamente durante el tiempo del experimento. El
gasto cardiaco decreci6 al 75 % de su valor basal a los 30 min de la oclusion de la AMC,
cayendo hasta un 50 % a las 3 horas de la repermeabilizacion. La resistencia vascular total
periférica comenzd a subir inmediatamente de producirse la isquemia de la AMC, para
alcanzar un 162 % de su valor basal, a las 3 horas de la reperfusion de la AMC.
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En la sexta serie, los animales fueron tratados previamente a la isquemia
mesentérica, con fenoxibenzamina, en una solucién de 0'S mg por ml, a una dosis de 25
mg'kg de peso. Los cambios hemodinamicos y metabolicos se midieron de la misma
manera que en el grupo precedente. _

La presion sanguinea, la frecuencia cardiaca, el gasto cardiaco ¥y la resistencla
periférica vascular total no sufrieron alteraciones significativas al final del tiempo
isquémico, ni en ésta serie, ni en la anterior; sin embargo, a las tres horas de
repermeabilizar la AMC, el gasto cardiaco aumento significativamente (p < 0,05) en la
serie tratada con fenoxibenzamina con respecto a la serie no tratada.

En 1972, Chiu, Scott y Gurd®* disefiaron un trabajo experimental para poder
determinar, si las sustancias toxicas absorbidas a traves de la barrera intestinal lesionada
por la isquemia producida en la AMC, era la causa fundamental del colapso circulatorio
observado después de repermeabilizar el flujo sanguineo mesentérico. Utilizaron 28 perros
con un peso comprendido entre 10 y 15 keg, anestesiados con pentobarbital sodico (30
mg/kg) e intubados endotraqueaimente. Se monitorizaron la presién adrtica a traves de un
catéter introducido por la arteria femoral y la presion venosa central (PVC), por catéter a
fravés de la vena femoral. También fue medido el gasto cardiaco y registrado el
electrocardiograma (ECG). Las autopsias se practicaron, tanto en los animales que
fallecieron como en los sacrificados.

Para realizar éste trabajo experimental constituyeron cuatro grupos, el primero de
los cuales estaba compuesto por 9 animales, a los que se clamp6 la AMC durante tres
horas. Los parametros hemodinamicos fueron controlados hasta la muerte del animal o
durante doce horas después de revascularizar la AMC. Fue medido el gasto cardiaco y las
tomas sanguineas se hicieron antes de desclampar la AMC vy a las cuatro horas de
repermeabilizarla. A las 24 y 48 horas de revascularizar e} intestino se tomaron muestras
diarréicas y nuevamente sanguineas.

De los nueve perros sélo uno (11 %) sobrevivid mas de tres dias. La supervivencia
media fue de 12 horas.

El segundo grupo estaba formado por 11 perros, a los cuales se les clampo la AMC
con un clamp de Satinsky durante tres horas, iniciandose el tratamiento IV con suero saiino
o Ringer, inmediatamente de retirar €l clamp vascular. La sueroterapia fue mantenida de
24 a 48 horas, con el proposito de reemplazar las pérdidas de liquidos y electrdlitos y
mantener la presién sanguinea y el hematocrito en cifras normales. Los animales no
tomaron alimento durante 48 horas.

Siete perros (64 %) de los once utilizados sobrevivieron mas de tres dias. Al
contrario del grupo I, ninguno muri¢ en las primeras 24 horas; un perro muri6 a las 27
horas del experimento de un edema pulmonar y excesiva hemodilucion; otros dos
fallecieron entre las 26 y 27 horas del postoperatorio de una bronconeumonia y otro lo huzo
a las 36 horas sin causas conocidas debido a los cambios postmorten.

En el Grupo III fueron usados 4 animales, a ios cuales se les ligé la AMC en su
origen. Después de tres horas de isquemia, se procedio a la infusion de suero Ringer
(2.000 ml) durante dos horas, a través de un catéter colocado en la AMC distal a la
ligadura. Con ésta técnica, se pretendia arrastrar todas las toxinas del territorio vascular
intestinal, que deberian haber sido absorbidas por la mucosa dafiada, a la circulacion
sistémica, a través de la circulacién portal. La ligadura de la AMC no fue quitada, hasta
el final del experimento, para evitar pérdidas hematicas intestinales.

En el Grupo IV se utilizaron 4 animales con la misma técnica que la del grupo I Los
perros desarrollaron un colapso circulatorio al cabo de 2-4 horas de revascularizar la AMC.
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Entre las 6 y 8 horas después de soltar el clamp vascular y una vez transcurridas
aproximadamente 4 horas de hipotensién, se inicid el tratamiento con sueroterapia (suero
salino o Ringer) en cantidad suficiente, registrandose las alteraciones hemodinamicas de
los animales.

En este grupo, se comprobé un efecto beneficioso de la fluidoterapia que fue solo
transitorio, ya que todos los animales murieron por shock irreversible, a las pocas horas del
postoperatorio.

La mucosa intestinal mostrd al cabo de las tres horas de isquemia, una mucosa
hemorragica y necrética. La recuperacién de las células epiteliales de la mucosa, se
observé al microscopio Optico entre las 48 y 72 horas. Si el animal estaba deshidratado
y continuaba teniendo diarreas, el proceso de regeneracion de la mucosa intestinal sufria
u: retroceso. Las biopsias tomadas de los animales del grupo I al final de las 12 horas
de acabado el experimento, mostraron intestinos delgados necréticos, mucho mas
dafiados que los observados en los restantes animales de los otros grupos.

Mahonar y Tyagy en 1973 con objeto de estudiar el colapso circulatorio
provocado por la liberacion de la AMC después de ser clampada.® Disefian un modelo en
perros de 25-35 Kg., anestesiados con tiopental sédico, a los que por laparotomia media se
provocd una isquemia intestinal aguda ligando la AMC en su origen. Formaron siete
grupos con dos horas de isquemia y dos grupos més con 1 hora 30 min. Extrajeron
muestras sanguineas al cabo de 1, 2, 4 y 6 horas de desclampar la arteria, para conocer los
siguientes parametros: hematocrito, acido lactico, 4cido urico, fosfatasa A4cida y
ribonucleasa. Consideraron animales supervivientes, aquellos que vivian mas de 48 horas y
fueron sometidos a necropsia entre el tercer y veintiun dias de la operacidn, para valorar las
lesiones extraintestinales.

En un grupo control estudiaron 11 perros, ligando la AMC durante 2 horas, sin
ningun tipo de tratamiento. La mortalidad fue del 100 % y el rango de supervivencia estaba
comprendido entre 7 y 8 horas.

A otro grupo se le sometié a la misma isquemia pero ligando el conducto
pancreatico 5-6 dias antes. La mortalidad fue del 100 %, con un rango de supervivencia
comprendido entre 4 horas y 6 horas 30 min

Otro grupo de 2 horas de isquemia, fue tratado con antibioticos (neomicina,
bacitracina y estreptomicina) y sulfamidas cuatro dias antes de la TIA. La mortalidad fue
del 100 % y el rango de supervivencia llegé a las 12 horas. Otro grupo tratado con
hidrocortisona previamente a la ITA, tuvieron una mortalidad y supervivencia semejantes.

Otro de 2 horas fue tratado con dextrano y dextrosa al 5 % inmediatamente antes
de desclampar la AMC. De los 6 perros utilizados, 4 sobrevivieron 30 horas y el resto
indefinidamente.

El grupo de 2 horas de IIA, tratado previamente con hidrocortisona y sueroterapia
inmediatamente después del desclampaje, al igual que otro tratado con epinefrina
previamente a la ITA, tuvo una supervivencia del 100 %.

Un grupo isquémico de 1 hora 30 min sin ningin tipo de tratamiento, tuvo una
supervivencia de 6 animales, sobreviviendo el resto entre 36 y 40 horas.

Un grupo sometido a 1 hora y 30 min de IIA, con ligadura de conducto
pancredtico, 5-6 dias antes tuvo una mortalidad del 100 % y un rango de supervivencia
entre 24 y 36 horas.

Durante la repermeabilizacién, todos los grupos tuvieron una progresiva

hemoconcentracién, siendo significativa, en los animales con ligadura del conducto
pancreatico.
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En la necropsia practicada en los perros supervivientes del grupo tratado con epinefrina,
previamente a la IIA por oclusién de la AMC durante 2 horas, se encontré un hallazgo
caracteristico en todos ellos, que consistio, en una invaginacion del ID (intestino delgado)
proximalmente a la valvula ileocecal. Este hallazgo no se encontré en la necropsia de
ningun otro perro superviviente.

En 1973 Aho ez a/ desarrollaron un trabajo experimental basado en la oclusién de
la AMC, para estudiar las alteraciones por ME de la mucosa del intestino delgado.™
Utilizaron seis perros, de 16 a 45 kg anestesiados con pentobarbital, e intubados. Las
muestras para el estudio con microscopia dptica y microscopia electronica fueron tomadas
del borde antimesentérico de la mitad del yeyuno. Las biopsias se extrajeron
inmediatamente de provocar la isquemia mesentérica, a los 15 y 30 minutos y alas 4 y 3
horas del tiempo postclampaje de la AMC. Previamente, definieron el patron normal de ia
mucosa en el intestino delgado: células de la mucosa estrechas y con borde en cepillo
regular; mitocondrias con forma redondeada u oval y matriz con escasa densidad; reticulo
endoplasmico con cisternas de membrana rugosa y lisa; aparato de Golgi bien desarrollado
con un nimero apreciable de dictiosomas; numerosos lisosomas cuerpos electrodensos v
vacuolas y vesiculas en la parte apical de las células; longitud de las microvellosidades
variable, frecuentemente mas largas en las células apicales que en las criptas; espacios
intracelulares estrechos con los complejos de unién visibles en la parte apical de las
c€lulas. Ademés se observaban células con ultraestructura poco definida y RE vacuolizado.

Durante la oclusién de la AMC, por MO, pudo observarse el patrén intestinai
dentro de la normalidad, al cabo de una hora de isquemia mesentérica, aunque los
nucleolos eran prominentes y con alta densidad. Al cabo de dos horas de oclusion de las
AMC, en algunas partes se observd que habia desaparecido el borde en cepillo de las
células de revestimiento vellositario. Después de tres horas de isquemia mesentérica, el
nicleo presentaba aspecto picnético y la cromatina homogeneizada, desapareciendo el
borde en cepillo de las mismas. En las siguientes horas, los cambios se intensificaron.

Por M.E., después de 15 min de isquemia de la AMC, sélo se observaron ligeros
cambios ultraestructurales. Los complejos de unién, los espacios intercelulares y las
membranas celulares, eran normales tanto en la parte apical de las vellosidades, como en
las criptas. Las mitocondrias no se alteraron. Después de 30 min, en algunas células de la
parte apical de las vellosidades, las mitocondrias estaban edematosas y la densidad
matricial disminuida, aunque, en la mayoria de las células, no se observaron cambios.
Generalmente los ribosomas estaban pegados a las membranas. En algunas células la
membrana nuclear era irregular. Se observaron linfocitos ocasionales entre las células de la
mucosa, asi como, en algunas areas subepiteliales. El borde en cepillo, las membranas
celulares y los lisosomas se presentaron normales, al igual que las zonas infranucleares.
Durante la ventilacién con oxigeno después de 30 min de oclusiéon de la AMC, no se
observ edema infranuclear y los complejos de unién y las mitocondrias eran normales.

Después de una hora de isquemia, el mimero de células dafiadas se incremento. Las
mitocondrias estaban edematosas y las densidades matriciales habian desaparecido. En
algunas células se observé dilatacion de las cisternas del RE y a veces ribosomas separados
de €l El 4rea infranuclear de las células estaba a veces distendida. El numero de
microvellosidades era reducido, intensificaindose ésta circunstancia con los tiempos de
isquemia mas prolongados. La homogeneizacién de la cromatina era aparente soOlo en las
celulas de revestimiento apical. Los complejos de unién y las membranas celulares
aparecian normales. El efecto favorable de la respiracién con oxigeno fue claro en ésta
fase, consiguiendo una apariencia normal de las mitocondrias y una ausencia de
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homogeneizacion de la cromatina; sin embargo, se aprecio dilatacién de las cisternas del
RE y éreas basales intracelulares edematosas.

Después de 2 horas de oclusion de la AMC, se observaron cambios en las células
de la mucosa. En algunas de ellas, el borde en cepillo era irregular, estando en las mayoria
de ellas dafiado, con las microvellosidades completamente separadas. Los espacios
intercelulares aparecian dilatados en la parte apical de las vellosidades, las membranas
celulares mostraban disrupciéon y los complejos de unidn distorsionados. El RE estaba
también dilatado, formando grandes vacuolas y las mitocondrias edematosas. También se
observaron estos cambios en las células de las criptas, aungue menos intensos. Fl efecto
favorable del oxigeno fue observado en las células apicales y de las criptas. Los complejos
de unién eran normales. S6lo pequefios cambios se observaron en los organulos. En
algunas areas, se vieron dilataciones de los espacios intercelulares cerca de la lamina basal.

Despues de tres, cuatro y cinco horas de oclusién, los cambios celulares fueron
similares a los descritos para las dos horas, pero de mayor intensidad. Se obserd
prominente vacuolizacién intracelular. Las uniones intercelulares se debilitaban v
aparecian los espacios de Gruenhagen. S6lo fueron vistas unas pocas mitocondrias
normales. La homogeneizacion de la cromatina era frecuente. Se vieron lisosomas
aparentemente normales. El edema intercelular también fue observado en las criptas. El
efecto protector del oxigeno fue también demostrado, al encontrar bastantes células
conservadas y mitocondrias y RE normales. En algunas zonas, sin embargo, fue
observado dilatacion del RE, aunque los cambios nucleares fueron asombrosamente

escasos. Los espacios intercelulares y las membranas celulares estaban también
preservadas en bastantes zonas.

En 1978 Carbonell et al publicaron un trabajo, basado en el clampaje temporal de
la AMC y su posterior revascularizacién, para estudiar las variaciones cuantitativas de la
flora bacteriana intestinal, durante diversos periodos de isquemia-repermeabilizacién.”
Para ello utilizaron 14 perros, de 20 Kg de peso medio, anestesiados con hidrato de cloral v
uretano. Tras practicar laparotomia media, se clampo la AMC en la raiz aodrtica, sin
interrumpir la circulacién colateral. Los animales se dividieron en tres series, de 2 horas,
de 4 horas y de 6 horas de isquemia, permitiendo después de estas fases la
revascularizacion.

Se tomo contenido intestinal para el estudio bacteriolégico por puncidn directa de
un asa, previamente a la oclusién arterial y cada hora, durante el periodo de isquemia v
reperfusion

En todas las series hubo un aumento significativo del numero de colonias aistadas
proporcional al tiempo de isquemia e incrementindose asimismo de forma proporciona!
durante las primeras horas de revascularizacién.

Los germenes identificados en la luz intestinal fueron: Pseudomona areuginosa.
Escherichia colli, Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes y Klebsiella spp.

Al ocluir la AMC el intestino mostré intensa palidez y contractura espastica.
desapareciendo el pulso y observindose una ingurgitacién venosa junto con un punteado
equimotico en el meso. Después de 1 hora de isquemia, cedié la palidez y la contractura.
apareciendo bandas hemorragicas en la mucosa intestinal. A las 2 horas de isquemia, el
intestino se tornaba azutado. Al desclampar estos fenémenos regresaron rapidamente. A
las 3 horas de isquemia la pared intestinal se volvié ciandtica, perdiendo el brillo
caracteristico. A las 4 horas, estos fendmenos eran mas manifiestos. Al liberar el clamp de
la AMC, se observo un enrojecimiento intenso de todo el intestino, recuperacion del latido
arterial en el meso y conservacion de la ingurgitacién venosa de dicho meso, durante cierto
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tiempo. A las 5 horas de isquemia, la pared intestinal estaba deslustrada, sin brillo, con
intensa ingurgitacién venosa y acusado punteado hemorragico. A las 6 horas, el intestino
aparecia edematoso, sin observarse recuperacion del mismo tras el desclampaje de la
AMC; también aparecié exudado sanguinolento en la cavidad abdominal, sin observarse
perforacion intestinal.

En la serie isquémica de 2 horas, la oclusién de la AMC provocd lesiones, que
afectaron inicialmente de forma casi exclusiva a las vellosidades y que continuaron
progresando al desclampar la AMC. El desprendimiento del epitelio de la vellosidad se
observé desde el minuto 15 de la revascularizacion, manteniéndose la vellosidad denudada
en las biopsias, a los 30, 45, 60 y 90 minutos. A los 120 min de la revascularizacion
aparecia la lesién del corion de la vellosidad, perdiendo las paredes vasculares su
integridad, produciéndose liberacién del contenido hematico en la luz intestinal. A los 150
min de revascularizacion, las vellosidades aparecen disminuidas en longitud y aplanadas.
La destruccion determinaba la desaparicién de la mayor parte del tejido conectivo vascular
de 1a vellosidad. Se conservaban sin embargo glandulas en la 1dmina propia, con capacidad
regenerativa y por lo tanto responsables de la capacidad de regeneracion de la mucosa, tras
este periodo de 2 horas de isquemnia.

En la serie de 4 horas, las lesiones observadas en la mucosa, afectaban a la
totalidad de la mucosa. Los fenomenos hemorragicos en superficie eran intensos y s¢
manifestaban a partir de los 15 min de la revascularizacién. Durante los 45 y 60 min,
progresaban los fendémenos de lisis, desprendiéndose la totalidad del corion de la
vellosidad junto con células epiteliales. A los 90 min se observaba afectacion de la zona
germinativa de la vellosidad y de la porcién mas superficial de las glandulas. A los 150
min quedaban tan solo conservados los fondos de saco glandular y una delgada capa de
células germinativas, sin afectacion de la muscularis mucosae. Segin lo expuesto es
posible una regeneracién de la mucosa a partir de los fondos de saco glandulares, aunque
no existiera restitutio ad integrum.

Las alteraciones ultraestructurales encontradas en la mucosa intestinal fueron las
siguientes:

- 2 horas de isquemia: vacuolizaciones citoplasmaticas y desestructuracion de las
microvellosidades del borde apical. A nivel mas profundo, intensa afectacion de los
enterocitos, con vacuolizacién citoplasmatica, alteracion mitocondrial, picnosis
nuclear y desorganizacion del borde apical.

- 4 6 horas de isquemia: fue dificil encontrar areas conservadas y para localizarlas
hubo que buscarlas en los fondos glandulares.

- Tras la desobstruccion, arterial, los capilares y arteriolas de la vellosidad aparecen
extremadamente dilatados y rellenos de material hematico. A partir de los 15 min
los vasos presentan fenémenos de trombosis que se inicia con agregacion

plaguetaria, seguida de degranulacion de las plaquetas y aparicion de redes de
fibrina.

Jamieson et a/ *° realizaron en 1979 un trabajo experimental para valorar la
importancia que tiene la concentracion del fosfato en los fluidos del cuerpo, para el
diagnostico precoz del infarto intestinal en perros mestizos de 20 a 35 kg, anestesiados con
Nembutal y pentobarbital sédico. Con los 20 animales utilizados, se formaron tres grupos
experimentales, el grupo control que no sufrfa isquemia mesentérica, otro grupo con
necrosis intestinal por ligadura de la AMC y el ultimo con necrosis provocada por ligadura
de la VMC. A todos los animales se les perfundié 100 ml por hora de solucion IV de
Ringer lactato para asegurar una diuresis constante, colocando también una sonda vesical
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para recoger la orina. La cateterizacion venosa y vesical servia, a su vez, para extraer las
muestra sanguineas y urinarias, inmediatamente después de la induccidn anestésica y a las
dos, cuatro, seis y ocho horas de tiempo quirirgico, para determinar la creatinina y fosfato
inorganico en sangre y orina.

En la necropsia se comprobé que ocho perros del grupo con ligadura de la AMC v
los diez del grupo con ligadura de la VMC, tenian el intestino inviable. Un animal del
grupo con ligadura de la AMC, fue excluido del experimento porque el intestino era viable
en ¢l momento de la necropsia.

El intestino de los animales con ligadura de la AMC, estaba palido y manchado con
liquido peritoneal sanguinolento. En el grupo con ligadura venosa, el intestino estaba
intensamente edematoso y hemorragico, con una gran cantidad de liquido peritoneal
hemorragico en la cavidad abdominal.

La presién arterial media en los animales del grupo de ligadura de ia AMC,
disminuyé discretamente durante las ocho horas siguientes a la oclusién arterial; en cambio
en los animales con ligadura de la VMC la presion arterial media cay6 inmediatamente a la
oclusién venosa y continué disminuyendo paulatinamente en las ocho horas siguientes del
experimento.

Los niveles séricos de fosfato aumentaron significativamente (p < 0.05), a las dos.
cuatro, seis y ocho horas, en los animales con isquernia arterial y venosa, con respecto al
grupo control. La concentracion de fosfato sérico fue mas alta en el grupo con ligadura
venosa que con la arterial. Los niveles de fosfato sérico en los dos animales que sufrieron
nefrectomia bilateral junto a ligadura de la AMC, variaron con respecto a los animales que
soportaron solamente ligadura de la AMC.

La concentracion de fosfato urinario de los animales con ligadura arterial y venosa,
no mostro cambios significativos con respecto al grupo control. Tampoco hubo variaciones
significativas del aclaramiento de fosfato urinario, entre los tres grupos experimentales. En
cambio, el aclaramiento de la creatinina cay6 significativamente (p < 0.05) a las dos,
cuatro, seis y ocho horas, en el grupo con ligadura venosa, con respecto a los otros dos
grupos.

Los hallazgos renales microscopicos de algunos animales a los que se les hizo una
nefrectomia, no fueron significativamente diferentes, al comparar los tres grupos. Uno de
los perros adicionales control, mostrd depositos tubulares de cristales de calcio v pielitis.
No hubo caicificaciones significativas en los tubulos renales de los animales con ligadura
arterial y venosa, a los que se realizo nefrectomia.

En 1980, Pérez Garcia et al,’’ publican un estudio experimental en perros, con los
cuadros anatomopatol6gicos que produce la isquemia intestinal, mediante el clampaje de la
arteria y vena mesentéricas superiores, asi como el proceso de revascularizacién intestinal
Yy sus repercusiones tanto en el intestino, como en el higado. Emplearon treinta perTos
anestesiados con anesital, que fucron sometidos a laparotomia media, tomando biopsias
testigo de intestino delgado, grueso, colon e higado y una diseccion cuidadosa de los vasos
mesentéricos. En la primera serie se hicieron tres grupos de cinco animales; en uno de
ellos, se clampé la AMC, en otro la VMC y en otro ambos vasos, manteniendo el clampaje
durante 3 horas en cada grupo y tomando nuevas biopsias en lugares similares a los
testigos, inmediatamente antes de desclampar y una hora después.

En la segunda serie se procedié del mismo modo, pero con un tiempo de clampaje
de siete a nueve horas, tomando muestras para biopsia cada tres.

~ El clampaje de la AMC originaba una palidez intestinal persistente de sesenta a
noventa minutos, para luego adquirir una coloracién rojiza, que a partir de las cuatro horas
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se transformaba en violdcea. Precozmente, aparecia edema de pared, que persistia unas seis
horas para después disminuir, al tiempo que el intestino mostraba dilatacion y paralisis.
También se producia inicialmente un hiperperistaltismo intestinal que se hacia maximo a
los treinta minutos, para después ir progresivamente disminuyendo hasta paralizarse
pasadas seis horas. El meso aparecia engrosado y palido en un principio, adquiriendo
después un tono rojizo y los vasos se presentaban vacios v sin latido arterial.

El clampaje venoso, producia en el intestino una coloracién azulada, que
aumentaba hasta un color negro intenso a las dos horas de la oclusion del vaso. El edema
era mas intenso que en ¢l clampaje arterial. El peristaltismo se comportaba de forma
similar como en el clampaje arterial. El meso aparecia engrosado y cian6tico con puntos
hemorragicos y venas turgentes, palpandose el latido arterial.

El clampaje simultaneo de la AMC y VMC, producia en el intestino zonas de
coloracion azulada, junto a otras zonas pélidas, que iban desapareciendo a medida que
aumnentaba el tiempo de isquemia, hasta transformarse en un tubo ciandtico. El edema era
mas intenso que en el caso de clampaje arterial, pero menor que en el venoso. El
peristaltismo se comportaba de forma similar al clampaje individual de los cualquiera de
los vasos mesentéricos. El meso presentaba puntos hemorragicos, edema, coloracion
azulada e ingurgitacién venosa con ausencia de latido arterial.

En cuanto a la alteraciones microscopicas, el clampaje de la AMC durante tres
horas producia pocas alteraciones. En el intestino delgado se producia tumefaccién de
vellosidades con depleccién, plegamiento vascular y dilatacién de linfaticos en la lamina
propia. En el epitelio intestinal, los enterocitos apicales de las vellosidades mostraban
tumefaccion citoplasmatica con incremento del citoplasma basal y aparicién de pequefias
zonas edematosas que parecian separar el epitelio de la lsmina propia. No se apreciaron
alteraciones en el intestino grueso ni el higado.

Después de tres horas de isquemia y una hora de revascularizacién, aparecen
lesiones maés significativas. En el intestino delgado se puede apreciar hemorragia de la
lamina propia y necrosis epitelial en las vellosidades, que va desde la simple erosion hasta
la destruccion total del epitelio. Los vasos se vuelven congestivos y en la lamina propia
aparecen, edema, hemorragia y exudados de polinucleares neutrofilos. En el intestino
grueso las lesiones son escasas, manifestindose Unicamente tumefaccion edematosa del
corion y discreta dilatacién de vasos linfaticos.

La oclusion arterial hasta las nueve horas, produce alteraciones histolégicas cuya
gravedad depende de la duracion de la isquemia. A las seis horas, la mucosa del intestino
delgado presenta tumefaccién edematosa de la lamina propia y necrosis de vellosidades
con perdida superficial de sustancia. A las nueve horas de isquemia, la necrosis de la
mucosa es mas extensa y profunda, llegando hasta la destruccion total. En el intestino
grueso, las lesiones son més tardias, pero después de las primeras seis horas, la necrosis de
la mucosa se acelera y al final de las nueve horas se puede observar necrosis superficial de
la mucosa.

El clampaje venoso durante tres horas produce en el intestino delgado, diferente
grado de edemna en el corion con dilatacién de capilares, extravasaccién hemorragica y
necrosis de epitelio vellositario, en grado variable segun la duracion del clampaje de la
VMC. En el intestino grueso, las lesiones hemorréagicas y necrosis son similares a las del
intestino delgado. En el higado se producen fenémenos de tumefaccién en las zonas
centrolobulillares.

Después de una hora de revascularizacién, tras tres horas de pinzamiento de la
VMC, se producen en el intestino delgado, mayores grados de edema, hemorragia vy
necrosis epitelial que en el grupo de tres horas de clampaje venoso, llegando la necrosis a
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afectar la casi totalidad de la mucosa, encontrandose pletoricos los vasos sanguineos. En ¢l
intestino grueso v el higado, las lesiones son similares, pero maés intensas que cuando se
clampa la VMC durante tres horas.

Cuando el pinzamiento de la VMC se prolonga hasta las nueve horas, se producen
lesiones necrotizantes en las vellosidades intestinales, congestion vascular y capilar,
exudacion intersticial y focos de hemorragia, tanto en el corion como en la submucosa. En
el intestino grueso, predomina las lesiones congestivas y hemorragicas, que llegan afectar
incluso a las capas musculares. Las lesiones hepéticas no son diferentes del grupo, donde
se clampa la VMC tres horas.

Cuando se provoca pinzamiento simultaneo de la AMC y VMC durante tres horas,
se producen en el intestino delgado lesiones de tumefaccion, hemorragia y necrosis
similares a los grupos anteriores, aunque de menor intensidad, tanto durante el tiempo de
isquemia como en la revascularizacién. El intestino grueso solo presenta discreto edema
del corion durante la repermeabilizacion. El higado no evidencié alteraciones
significativas.

Cuando Ia oclusién de la AMC y VMC persiste hasta las nueve horas, ademas de
las lesiones isquémicas de la mucosa del intestino delgado, se afectan también la
submucosa e incluso las placas de Peyer. En ¢l intestino grueso, las lesiones son mas
tardias, pero a partir de las seis horas, se acelera la hemorragia intersticial y la necrosis
de la mucosa con progresiva lisis epitelial, quedando al final de las nueve horas, sélo
algunas criptas glandulares con fenomenos necrobidticos. En el higado aparece
dilatacidn sinusoidal congestiva.

En 1983, Sianchez Lozano estudié el papel que juega la linfa en el sindrome de
revascularizacion intestinal (SRI), tras una isquemia temporal de los vasos mesentéricos.”
en perros mestizos de peso entre 15 y 30 Kg anestesiados con ketamina. Se canalizaba la
vena yugular para realizar las extracciones sanguineas, medir la presion venosa central
{PVC), aporte de sueroterapia y para la transfusion de la linfa obtenida de los animales que
habian sido sometidos a isquemia de la AMC.** Mediante laparotomia media, pasando una
seda de 3/0 alrededor del nacimiento de la AMC, provocaba una isquemia intestinal aguda
de 4 horas. Después de localizar la confluencia de la vena mesentérica craneal (VMC) vy la
vena esplénica, se ligaba la VMC dejando permeable la vena esplénica, la cual se utilizaba
para medir la presion venosa portal (PVP).

Hizo 2 series, la primera formada por 35 perros de los que murieron 10 y en los
cuales clampé la AMC y la VMC durante 4 horas y canalizé el conducto toracico en el
cuello para recoger la linfa que posteriormente se iba a transfundir a los animales de la
segunda serie. Inmediatamente después del clampaje de los vasos mesentéricos, el
intestino cambié de color. Primero tomaba un tono azulado y después de tres horas de
clampaje, negro. El peristaltismo cesaba después de tres horas de clampaje, la pared
comenzaba a edematizarse y el exudado peritoneal aumentaba, siendo maximo una hora
después de la reperfusion.

En la segunda empleé 10 animales, obteniendo una mortalidad cero. Transfundio la
linfa de perros isquémicos a perros sanos a través de la vena yugular. En 3 animales se
produjo exudado peritoneal, indicando que dicho exudado no solo se debe a un éstasis
Venoso, sine a un aumento de la permeabilidad provocada por las sustancias nocivas, gue
en su mayor parte y durante el periodo isquémico, son vehiculadas por la linfa.

Al comparar los resultados de las dos series, el autor comprobd una elevacion
significativa de la presion venosa central en la segunda serie, lo cual podia ser debido a
factores toxicos vehiculados por la linfa o a un aumento del poder oncético de las proteinas
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transfundidas con la linfa al pasar al espacio vascular, segin opinién del autor. Los cultivos
reiterados de sangre portal v de linfa fueron negativos, lo cual hacia pensar que el factor
toxico no era de origen bacteriano, sino fermentativo por rotura de las membranas
lisosémicas. La elevacion significativa de la enzima GOT en la segunda serie, iria a favor
de la presencia de un factor téxico vehiculado por la linfa. El autor también encontr6
alteraciones significativas del fibrindgeno, tiempo de protrombina y de coagulacion, lo
cual seria imputable a un sufrimiento hepatico por factores tdxicos, ya que no existe
1squemia de la arteria hepatica.

En 1985 Gémez Jiménez, et al ® para conocer la viabilidad de un asa intestinal,
que ha suffido 1squemia, idearon un modelo experimental en perros, en los que provocaba
pariodos de isquemia y repermeabilizacion en el pediculo vascular del asa correspondiente.

Utilizaron 10 perros anestesiados con pentotal sddico e intubacion endotraqueal.
Después de la laparotomia media, elegian un segmento yeyunal proximal de unos 15-20
cm de longitud, con un pediculo lo suficientemente largo, para extraerlo fuera de la
cavidad abdominal y colocarlo en el tejido celular subcutianeo. Después, tras aisiar el
segmento yeyunal del resto del tubo digestivo, restablecian la continuidad del mismo
mediante anastomosis término-terminal, A continuacion se colocaron microbalones y
electrodos en la pared intestinal del segmento aislado, procurando que coincidieran en un
mismo anillo muscular y a tres niveles diferentes: a 10 cm proximal a la anastomosis, a 10
cm distal a la anastomosis v en el punto medio del segmento aislado. El asa aislada era
alojada en un tunel subcutaneo labrado a la izquierda de la incision laparotomica,
abocando sus extremos a la piel y marcando con seda el pediculo vascular para su
identificacién, con el fin de provocar isquemia.

A los ocho dias de la intervencién, después de inyectar anestesia a nivel de la
cicatriz de la laparotomia , se identificaba el pediculo yeyunal aislado y se aplicaban dos
pinzas bulldog a su nivel, para provocar isquemia. La revascularizacion se conseguia
retirando dichas pinzas. Se formaron cinco series de animales, segin el tiempo de
isquemia, de 2 horas ( 2 animales), de 4 horas (2 animales), de 6 horas (2 animales), de §
horas (3 animales) y de isquemia indefinida (1 animal).

En todas las series se estudi6 la funcidn mecanica y motora de las asas aisladas v la
morfologia intestinal por microscopia éptica. Al producirse la isquemia se producia una
desaparicion inmediata y significativa de la funcién mecénica con respecto a los segmentos
no isquémicos. A su vez, los segmentos isquémicos sufrian una disminucidn significativa
de la funcidn motora a partir de los cinco minutos de haber provocado dicha isquemia.

Durante la revascularizacion del asa aislada se obtuvieron los siguientes resultados:
Con dos horas de isquemia, la funcién motora y mecanica alcanza la normalidad antes de
las 48 horas de la revascularizacién. Con cuatro horas, la recuperacion de la funcién
motora y mecanica se produjo entre los dias cuarto y séptimo, tras la revascularizacion. A
partir de las 6 horas de isquemia intestinal no se produce una recuperacion significativa de
la funcién motora y mecénica después de la repermeabilizacion.

Los resultados morfologicos de las asas intestinales fueron los siguientes: En la
seric 1 (isquemia 2 horas), aparecid aumento del tejido conjuntivo a nivel de las
vellosidades y de células caliciformes en la mucosa; la muscular estaba conservada. En la
serte II (isquemia 4 horas), se encontr6 atrofia de 1a mucosa sin vellosidades y aumento del
tejido conjuntivo fibroso; la muscular estaba conservada v habia engrosamiento de la
submucosa e hiperplasia de los plexos mioentéricos y submucoso. En la serie III (isquemia
6 horas), aparecié mayor atrofia de la mucosa, con sustitucién por tejido fibroso. A nivel
de Ja muscular hay fibrosis con aparicién de macréfagos con hemosiderina v mavor
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hiperplasia neuromatosa a nivel de los plexos mioentéricos y submucoso. En la serie IV
(isquemia & horas), la mucosa aparece completamente atréfica, con depositos de fibrina,
intensa fibrosis de la muscular e hiperplasia neuromatosa en los plexos de Meissner y
Auerbach. Finalmente, en la serie V (isquemia indefinida), es evidente la necrosis de
coagulacion de la mucosa, con infiltrado de polinucleares neutréfilos, trombosis en vasos
de la submucosa y fibrosis y necrosis coagulativa en la muscular y los plexos nerviosos
ntrinsecos.

Con objeto de conocer las repercusiones hepaticas de la isquemia intestinal, Suso
Alea et al reahzaron en 1988, un trabajo experimental con 25 perros anestesiados con
pentotal sédico,®’ a los que se les inducia una isquemia intestinal por ligadura de la AMC
con seda del n° 0, cerca de su nacimiento. Al final de la isquemia se tomaron muesiras
sanguineas por puncién de la vena cava. Se formaron 3 series, la primera de control con 9
arumales a los que se aplico todo el protocolo excepto la isquemia de la AMC. En la
segunda serie se realizo una ligadura de la arteria hepatica en 6 animales durante 3 horas y
en la tercera, también de seis animales, se ligd la AMC durante 3 horas.

A la 3 horas de isquemia intestinal, hubo una elevacion significativa de AST y
ALT respecto a los valores basales. No hubo variaciones significativas en los niveles de
fosfatasa alcalina (FA) entre la serie control y la serie con ligadura de la arteria hepatica,
pero se produjo un descenso significativo en los niveles de FA en los animales a los que se
les clampé la AMC respecto a los valores basales.

No se detectd variacion significativa de los niveles de GGT en ninguna de las wes
sefies respecto a los valores basales y por el contrario, se encontré un aumento
significativo de las cifras de glucemia en todos los grupos.

Smirniotis, Labrou y Tsiftses, publicaron en 1989 un modelo experimental,
disefiado para conocer los cambios plasmaticos de la isoenzima CPK-BB y determinar su
utilidad como marcador enzimatico en el diagnéstico del infarto intestinal.%? Utilizaron 12
perros anestesiados pentotal sodico. Se coloco un catéter en la vena cava craneal (VCC) a
través de la vena yugular, para la extraccién de muestras de sangre cada tres horas,
tomando la primera muestra antes del inicio de la experiencia quirtrgica. Por medio de una
laparotomia media supraumbilical se abordé la cavidad abdominal, para aislar un
segmento de yeyuno de 50-60 cm de longitud, al cual se fue ocluido mediante dos clips no
reabsorbibles.

Se realizaron dos series, la primera con 6 animales a los que se ocluy6 el segmento
intestinal aislado, durante 24 horas, pero no se provocéd isquemia. En otra serie, con el
mismo numero de animales, se ocluyé el segmento intestinal y se interrumpio el flujo
arterial de dicho segmento, mediante ligadura selectiva de las ramas aferentes al mismo
durante 24 horas. Todos los animales se reexploraron al cabo de 24 horas para la
valoracion de la isquemia intestinal una vez finalizada la experiencia.

Los niveles plasmaticos de la isoenzima CPK-BB no mostraron variaciones
significativas en los animales con oclusion del asa yeyunal, con respecto a los valores
control previos a dicha oclusién.

En los animales a los que se provocd una isquemia regional intestinal, las cifras
plamaticas de la isoenzima CPK-BB, mostraron cifras elevadas y significativas a las 6 vo
horas de dicha isquemia, con respecto 2 la serie no isquémica. A las 12 horas la isoenzima

todavia estaba significativamente alta. A partir de la hora 15 no habia diferencias entre las
dos series.
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Hernandez Antequera e a/ en 1990, provocan una isquemia intestinal aguda en
perros, para estudiar el efecto que la dopamina y el glucagén producian, al introducirlos en
la luz del segmento intestinal isquémico.®® Utilizaron 15 perros anestesiados con diacepan
y anectine, con intubacién endotraqueal. Durante la operacion se mantuvo una via IV con
suero salino isotonico. Por medio de una laparotomia supraumbilical identificaron un
segmento de ileon terminal de 50 cm, procediéndose al clampaje de sus extremos y a la
ligadura de su pediculo vascular correspondiente. Se constituyeron tres grupos de 3
animales cada uno: en el primero de ellos, se provoco la isquemia intestinal, sin ningun
otro tipo de tratamiento. En el siguiente grupo, se aplicé glucagdn (2 mg disuelto en 20 ml
de suero salino) en la luz intestinal previamente clampada. En el ultimo, el segmento
intestinal isquémico fue tratado con dopamina (0.1 mg disuelto en 20 ml de suero salino).
De cada grupo se recogieron secciones intestinales de 10 ¢m de longitud. en los intervalos
de 0, 10, 20, 30 y 60 min, fijandolos en formol para ser estudiados por microscopia optica.

La evaluacidn de las lesiones se hizo segiin los grados descritos por Chiu et al* En
las muestras correspondientes a los 10 y 20 min de isquemia, no habia diferencias
significativas de lesion intestinal entre los tres grupos. A los 30 min aparecen diferencias
significativas de lesion entre el grupo control y el grupo tratado con dopamina.

A los 60 min no habia diferencias significativas entre los tres grupos, apareciendo
alteraciones en todas las capas intestinales, incluyendo hemorragias, congestion € intenso
dafio en el epitelio de las vellosidades.

En un intento de profundizar en el diagndstico de la isquemia mesentérica aguda,
Gujarro *° cita los trabajos de Polson, el cual en 1981 estudio el desarrollo de un enzima,
(B-N acetilhexosaminidasa), que se asocia a la necrosis del intestino delgado. Para ello
desarrollé dos modelos experimentales en perros. En el primero, después de ser
anestesiados los animales con pentotal sodico y a través de una laparotomia media, se
pinzaron la arteria y vena mesentéricas superiores durante 120 min, toméndose muestras
sanguineas de las venas porta y femoral, asi como biopsias intestinales, antes del clampaje
yalos 120, 240 y 360 min de provocarse la isquernia intestinal,

En el segundo modelo, a los perros se les provocaba una necrosis localizada en el
intestino delgado, por obstruccion completa del mismo a través de un ojal abierto en la
pared abdominal. Se tomaron muestras sanguineas basales en la vena porta y femoral antes
de provocar obstruccion y a los 120, 240 y 360 min después

En el modelo con clampaje de los vasos mesentéricos, se comprob6 un aumento
significativo, de los niveles de la enzima (B-N acetilhexasaminidasa, en las venas porta y
femoral, de las muestras sanguineas correspondientes a 120, 240 y 360 min

La actividad enzimatica en la mucosa solo aumenté de forma significativa a los
240 y 360 min de provocada la isquemia intestinal.

1.3.3  Modelos experimentales en ratas

Grosfeld et al/ en 1983, idearon un modelo experimental en ratas, a las que
provocaban una isquemia intestinal valorando el efecto de indometacina, prostaglandinas e
ibuprofén.** Utilizaron 260 ratas Sprague-Dawley de 80 gramos a las cuales se les clampo
la AMC durante 1 minuto con un clip de Heiftz para provocar una isquemia aguda.

Los animales fueron divididos en cinco series: La primera, de 80 ratas, se empled
como control y no recibié ningtn tipo de tratamiento; en una 2* serie, 20 animales fueron
tratados con prostaglandinas (80 g/kg de peso TV); en la siguiente, 80 ratas, recibieron
ibuprofén (12.5 mg/kg de peso IV); en otra serie, 60 animales se trataron con
indometacina, (15 mg/kg de peso 1V); en la wiltima serie 110 ratas se trataron a la vez con
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prostaglandina (80 g/kg) e indometacina (15 mg/kg). Todos los medicamentos fueron
administrados inmediatamente antes de la laparotomia.

La supervivencia del grupo control fue de un 18 % y cayd a un 5 % en la serie
tratada con indometacina. Las series tratadas con prostaglandinas, ibuprofén y con
prostaglandinas + indometacina tuvieron una supervivencia mas alta en respecto a la serie
control.

La serie tratada con indometacina sufri¢ el mayor porcentaje de perforacion
intestinal de forma significativa con respecto a la serie control. Las series tratadas con
prostaglandinas, ibuprofén y prostaglandinas + indometacina presentaron lesiones de
perforacién no significativas con respecto a la serie control. La serie tratada con ibuprofén
presentd el menor grado de lesion necrotica intestinal con respecto a la serie control. Las
series tratadas con prostaglandinas, indometacina y prostaglandinas + indometacina no
presentaron diferencias significativas en las lesiones con respecto a la serie control.

Garcia Garcia y Gomez Alonso, estudiaron en 1988 la supervivencia de ratas
tratadas con alopurinol, en un modelo experimental de isquemia intestinal aguda seguida
de revascularizacion, asi como, el comportamiento del principal de los sistemas de
detoxificacion intracelular, determinando la actividad de dicho sistema durante la 1squemia
y la revascularizacion.''® Utilizaron ratas Wistar de ambos sexos, anestesiadas con
equitesina intraperitoneal. La isquemia se provocaba colocando un clamp vascular
atraumatico en el origen de la AMC, durante 90 min, al cabo de dicho tiempo se retiraba el
clamp comprobando la repermeabilizacion por el latido de las arcadas mesentéricas. Se
formaron tres series de 30 animales cada una. En cada serie, 5 animales se usaron para
estudiar la SOD en la pared intestinal y los restantes 25, para estudiar la supervivencia, que
s¢ evaluo en 48 horas. En la primera serie se provocé isquemia intestinal y no se aplicd
ningun tipo de farmaco. En la segunda se administro a las ratas via IV 100 mg/kg de
alopurinol, dos horas antes de provocarse la isquemia. En la ultima serie, los animales
recibieron la misma cantidad de alopurinol, pero el 75 % de la misma fue administrada
veinticuatro horas antes de la isquemia via oral vy el resto via IV 30 min antes de dicha
isquemia.

Los animales de la serie control no experimentaron mortalidad.

La administracién de alopurinol en dosis unica no increment6 la supervivencia con
respecto 2 las otras series. En la serie en la que los animales recibieron alopurinol en dos
dosis, la supervivencia aumento significativamente con respecto a las otras series.

La SOD disminuyé de forma significativa (p = 0.002) en la pared intestinal. en
todas las series, independientemente de que exista tratamiento o no con alopurinol v de
la pauta de administracién del mismo, durante la isquemia intestinal. Durante la fase de
revascularizacién, la SOD disminuyé sélo en los grupos tratados con alopurinol.

Con el animo de valorar la influencia de ciertos agentes, como la angiotensina,
radicales libres del oxigeno y vasopresina, en la mortalidad producida por la isquemia
mesentérica y en el efecto terapéutico de algunas sustancias farmacoldgicas (glucagon,
dopamina, alopurinol, antagonistas de la angiotensina y de la vasopresina) sobre dicha
mortalidad, en 1988 Boorstein, Dacey y Cronenwet”™ desarrollaron un modelo
cxperimental en ratas Sprague-Dawley anestesiadas con pentobarbital sdédico. Por
laparotomia media abordanron la AMC en su origen, provocando con un microclamp una
isquemia de la AMC durante 85 min Todas las ratas recibieron suero salino via IV a dosis

de 16 ml/kg/hora, empezando a los 25 min de iniciada la 1squemia mesentérica y acabando
a las dos horas de 1a repermeabilizacion.
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En la serie control, a la cual no se provoco oclusion vascular, la supervivencia rue
del 100 %. En la serie con isquemia mesentérica y tratada con suero salino. la
supervivencia fue del 21 %. En la serie, tratada con glucagdn (1.6 gkg/min), la
supervivencia fue del 86 %. En la siguiente, se administrd dopamina (12 g/kg/min) via [V
durante las dos horas siguientes a la repermeabilizacion, obteniendo una supervivencia del
67 %. En dos series siguientes se administro un antagonista de la angiotensina (0.25 gkg)
en una y de la vasopresina (10 g/kg) en otra, en forma de bolo a los 25 min de provocarse
la isquemia, obteniendo una supervivencia del 17 %. En la ultima serie los animales
recibieron alopurinol (100 mg/kg) via intraperitoneal (IP) 30 min antes de provocarse la
isquemia intestinal, obteniéndose una supervivencia del 17 %.

Analizados los resultados, los autores comprobaron, que las ratas tratadas con
glucagon mejoraron significativamente la supervivencia (p < 0.001), igual que con
dopamina (p < 0.06) concluyendo que la angiotensina, la vasopresina y los radicales libres
del oxigeno no contribuyen significativamente a la alta mortalidad observada después de la

isquemnia intestinal aguda, siendo el glucagén y la dopamina potenciales sustancias
terapéuticas.

En 1989, Holgado Madruga er al, estudiaron el efecto de los inhibidores de la
xantina oxidasa sobre el prondstico de la isquemia intestinal aguda® en 42 ratas Wistar,
anestesiadas con una solucion mixta de: pentobarbital sédico, alcohol absoluto, hidrato de
cloral, propilenglicol, sulfato de magnesio y agua destilada. Los animales se distribuyeron
en dos bloques, el primero de ellos formado por tres grupos de seis animales cada uno,
para el estudio de radicales superéxido implicados en la isquemia intestinal. Al primer
grupo se le ocluy6 la AMC durante 90 min; el segundo recibié el mismo tratamiento previa
administracién de 100 mg/kg de alopurinol dos horas antes de la intervencion; al tercero se
le practico la misma operacion, recibiendo el alopurinol por via oral (75 % de la dosis) 24
horas antes y el resto (25 %) IV 30 min antes de la misma.

El segundo bloque estaba formado por cuatro grupos de seis animales cada uno,
para evaluar la ruta metabdlica de las purinas dependientes de la actividad de la xantina
oxidasa, asi como las concentraciones de alopurinol y oxipurinol. El primero de estos
grupos no recibié ningin tipo de tratamiento médico ni quirtirgico; el segundo, tercero v
cuarto fueron sometidos a isquemia por clampaje de la AMC v tratados con alopurinol con
arreglo al mismo esquema que los grupos 1°, 2° y 3° respectivamente del primer blogue.

Para el estudio de radicales superdxido, se extrajo 1 ml de sangre de la vena renal
izquierda, 1-2 min antes de retirar el clamp y permitir la revascularizacién y otro ml de la
VMC 5 min después. Los radicales superdxido se determinaron por luminiscencia. Parz la
determinacion de los metabolitos producidos en la via de degradacién de las purinas
dependientes de la xantino - oxidasa, se tomaron muestras de intestino delgado, de sangre
antes del desclampaje y a los 5 min de la revascularizacién y de higado, inmediatamente
después del desclampaje. La sangre se centrifugd. para separar el plasma y las muestras de
intestino delgado e higado se homogeneizaron en una solucién tampon, centrifugaron v
almacenaron para las determinaciones posteriores por cromatografia liquida de alta presion
(HPLC).

La administracién de alopurinol por via oral y endovenosa, produjo un incremento
significativo en la supervivencia de las ratas, respecto al grupo control y al tratado con
alopurinol por via endovenosa.

En los tres grupos se observd en un 66 % de los casos, un incremento
estadisticamente significativo en la produccion de radicales superoxido durante la
revascularizacion respecto al periodo de isquemia.
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Tanto en sangre como intestino e higado, se observé una inhibicién efectiva de la
actividad de la xantina oxidasa por el alopurinol; ésta inhibicién quedaba demostrada por
un descenso del acido urico y un aumento de la xantina e hipoxantina.

Ortiz Lacorzana er o/ en 1990, investigan en ratas, la relacion existente entre la
reaccién leucocitaria y las lesiones mucosas intestinales durante el sindrome de
reperrnfz:abilizaci(m.67 El trabajo se realizo en 50 ratas Sprague-Dawley, anestesiadas con
pentobarbital sédico. Por medio de una laparotomia media, se aislaba y clampaba la AMC,
durante 120 min. A las dos horas, se retiraba el clip, comprobando la recuperacion vascular
por el retorno del latido de los vasos intestinales.

Se hicieron 5 grupos, el primero de ellos de control formado por 10 animales sin
clampaje de la AMC. En los otros cuatro grupos, constituidos por 10 animales cada uno, se
clamp6 la AMC durante 120 min De ellos, el primero no recibid ningun tipo de
tratamiento; En el segundo, los animales recibieron dexametasona (6 mg/kg IP) a los 60
min de la isquemia. En el siguiente grupo, se utilizd ciclosporina A (20 mgkg IP) la
vispera de la intervencion y 4 horas antes de la misma. En el ultimo grupo, todos los
animales fueron esplenectomizados inmediatamente antes de restaurarse el fluyjo
mesenterico.

Todos los animales fueron sacrificados a los 30 min de retirar el clip, procediendo a
extraer los seis Gltimos centimetros del ileon terminal.

Sobre cortes histologicos tefiidos con hematoxilina-eosina y mediante una técnica
semicuantitativa se calcul6 el grado de lesion de la mucosa, llegando a la conclusion de
que tan solo los animales tratados con ciclosporina A, lograron una disminucion
significativa (p < 0.05) de la lesién intestinal. En cambio los animales tratados con
dexametasona sufrieron un agravamiento (p < 0.01) de la misma.

Se utilizaron dos técnicas complementarias para valorar la regeneracion epitelial:
recuento de figuras mitoticas sobre tinciones de H-E y cuantificacién citofotométrica del
ADN nuclear sobre tinciones de Feulgen. Los animales tratados con dexametasona o
esplenectomia presentaban un indice mitdtico significativamente inferior (p < 0.05) al del
grupo control.

La cuantificacién citofotométrica del ADN nuclear, mostré que todos los animales
sometidos a isquemia y revascularizacién (con o sin tratamiento asociado) presentaban un
aumento significativo (p < 0.01) en el contenido de ADN nuclear con respecto a los
animales normales. En cambio dicho aumento es menor significativamente (p < 0.01) en
los animales tratados con ciclosporina A 6 esplenectomia con respecto al grupo control.

En el mismo afio, Ortiz Lacorzana et al en otro trabajo emplearon otro modelo
experimental, para estudiar los efectos que ciertas drogas producen sobre la isquemia-
repermeabilizacion intestinal de la rata.®® Fueron utilizadas ratas hembras Sprague-Dawley
anestesiadas con pentobarbital sédico, y éter etilico como anestesia suplementaria. Se
utilizaron 25 ratas, con 5 en cada serie. Por laparotomia media se abordd la AMC,
provocando isquernia por clampaje de la misma durante 120 min En la serie control, se
clampé la AMC durante dos horas sin administrarles otro tipo de medicacién. En la
segunda serie, se administré alopurinol (50 mg/kg) via oral 48 horas antes del proceso
quirirgico. En la siguiente, se administr6 SOD (3.5 mg/kg via IP) 30 min antes de
provocar la isquemia mesentérica y la misma dosis via [V justo después de repermeabilizar
la AMC. En la siguiente, se inyectd ciclosporina A (20 mg/kg via IP) diluida en una
solucion al 1/10 de etanol 96° e Intralipid 10 %, 24 y 4 horas antes de provocar la isquemia
intestinal. La ultima serie fue tratada con alopurinol y ciclosporina A a las dosis
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anteriormente mencionadas.

Los animales tratados con alopurinol, ciclosporina A y los dos medicamentos
asociados, mostraron una mortalidad significativamente reducida con respecto al grupo
control. El tiempo de supervivencia fue superior en los animales tratados con ciclosporina
A con respecto a la serie control. También la supervivencia fue mas elevada en la serie
tratada con Alopurinol asociado a ciclosporina A, con respecto a la setie control.

La longitud intestinal dafiada se redujo significativamente en los animales tratados
con SOD y también en los tratados con Alopurinol, con respecto al grupo control.

En 1990 Sun, Farias y Markov, estudiaron los efectos producidos por la fructosa
1-6 difosfato sobre las lesiones provocadas en el sindrome isquemia repermeabilizacion
intestinal v en la mortalidad de las ratas.”” Emplearon 33 ratas anestesiadas con
pentobarbital, a las que se insertd un catéter en la arteria femoral para registrar la presion
arterial y otro catéter en la vena femoral para la administracion de drogas y fluidos. Todas
las ratas respiraron aire ambiental 30 minutos antes de empezar la experiencia quirurgica y
oxigeno al 100 % durante la cirugia. A través de una laparotomia media, la AMC fue
ocluida durante 30 minutos con un clamp vascular atraumatico, provocando isquemia
intestinal. La presién arterial y la frecuencia cardiaca se comprobaron continuamente a 1o
largo de la experiencia quirurgica. Los gases arteriales, pH, glucosa y leucocitos se
midieron antes de provocar la isquemia, a las 5 horas de la repermeabilizacion y
diariamente durante 5 dias 6 hasta la muerte del animal. Las ratas se distribuyeron
aleatoriamente en 4 grupos de 7 animales; el primero de ellos fue tratado con fructosa 1-6
difosfato antes de la intervencion, el segundo con glucosa también pre-intervencion, el
tercero con fructosa 1-6 difosfato postreperfusién y el cuarto con solucién salina
postreperfusion. Todos ellos fueron comparados contra un grupo control formado por 5
ratas las cuales no fueron sometidas a ningtn tipo de isquemia.

No hubo diferencias significativas en la gasometria y el pH en ninguno de los cuatro
grupos experimentales, antes de la oclusién, inmediatamente y a las 24 horas de la
repermeabilizacion.

A las 24 horas de la isquemia, la presion arterial fue significativamente mas baja en
el grupo tratado con glucosa antes de la oclusion, que en el grupo tratado con fructosa 1-6
difosfato (FDP); también la presion arterial fue significativamente mas baja en €l grupo
tratado con suero salino postreperfusion, que en el grupo tratado con FDP.

Los leucocitos no variaron significativamente en ningiin grupo antes de la isquemia
mesentérica, ni a las 5 horas de la repermeabilizacién de la AMC; en cambio, a las 24 y 48
horas de la reperfusion, el recuento leucocitario aumentd significativamente en los dos
grupos tratados con FDP, con respecto a los tratados con glucosa y suero salino. No hubo
diferencias significativas en los niveles de glucosa.

La actividad peristaltica se recuperd espontaneamente al retirar el clamp vascular,
en los grupos tratados con FDP, mientras que las ratas tratadas con glucosa 6 suero salino
mantuvieron el intestino atonico hasta cerrar el abdomen.

La supervivencia de los animales tratados con FDP antes de la isquemia fue
significativamente mayor que la del grupo tratado con glucosa; también la supervivencia
fue mayor en los animales tratados con FDP después de la isquemia, que los tratados con
suero salino.

En la autopsia, el intestino delgado de los dos grupos de ratas tratadas con FDP
aparecié normal, mientras que el de las ratas tratadas con glucosa ¢ suero salino que
sobrevivieron menos de 24 horas, aparecio congestivo ciandtico y distendido.
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En 1991, Clark y Gewertz, publican un trabajo estudiando la repercusion
intestinal producida, por periodos intermitentes de isquemia-repermeabilizacion,”
Utilizaron 25 ratas machos, anestesiadas con pentotal sédico. Tras una laparotomia media,
extirparon el duodeno, pancreas, y colon y ligaron las arterias y venas renales. También
hicieron una simpatectomia periadventicial de la AMC y establecieron un circuito
extracorpdreo, recogiendo la sangre de la arteria cardtida derecha v vena mesentérica . la
cual por un sistema de bombeo era perfundida en la vena femoral derecha. La AMC estaba
cateterizada y perfundida con sangre procedente de la arteria cardtida izquierda, mediante
sistema de bombeo.

En un grupo control se utilizaron 3 ratas que no sufrieron isquemia intestinal. En
Otro grupo se provocd isquemia intestinal, durante 30 min, por clampaje del circuito
arterial, entre la arteria carétida izquierda y la AMC. En otro grupo, se provocd isquemia
de 30 min de forma intermitente, es decir, dos pertodos de isquemia de 15 min con una
fase de repermeabilizacion de 5 min En el siguiente, también se provocd una isquemia de
intestinal de 30 min en forma intermitente, pero la fase de repermeabilizacion se realizo
con sangre leucopénica (leucocitos < 500/mm>). En otro grupo, se provoco isquermnia
intestinal durante 45 min de forma intermitente, repermeabilizando el intestino durante 5
min cada 15 min de isquemia. En el ultimo grupo se procedio también a una isquemia de
45 min, de forma intermitente, pero la repermeabilizacion se hizo con sangre leucopénica.

Una vez intervenidos los animales segun el mencionado protocolo, se realizé una
perfusion intestinal durante una hora con su propia sangre. Las muestras intestinales,
fueron extraidas, después de la fase de isquemia intestinal y posteriormente después de |
hora de reperfusion. Al finalizar los trabajos experimentales, todas las ratas fueron
sacrificadas por exanguinacion y las muestras intestinales se valoraron histolégicamente
segin el modelo de Chiu et al.*

Las lesiones observadas en los animales sometidos a periodos de isquemia
intermitente, tanto en los grupos de 30 como de 45 min, mostraron lesiones
significativamente més importantes (p < 0.05), que en aquellas ratas a las que se provoco la
isquemia intestinal, de 30 6 45 min, en forma continua.

Temes, Kautren y Schwartz en 1991,71 basindose en estudios previos que
demuestran que la isquemia celular produce un aumento del fosforo inorganico (PI) y un
descenso de la fosfocreatina (PC), emplearon la espectroscopia de la resonancia magnética
fosforo nuclear (RMPN), como prueba idénea para detectar la isquemia intestinal. Para
ello, en el trabajo experimental utilizaron 19 ratas machos Lewis, anestesiadas con
pentobarbital sédico, Por medio de una laparotomia, extraian el intestino delgado,
colocandolo en una gasa humeda. Después de identificar los vasos rectos, desde el
duodeno al ciego, formaron distintos grupos de animales, segun el grado de isquemia
intestinal provocada. La intensidad de dicha isquemia variaba segin el numero de vasos
rectos ligados, lo cual se hizo de la siguiente manera: | vaso de cada 2, 2 de cada 3, 3 de
cada 4 y 4 de cada 5. También se hizo un grupo control sin ligar ningtin vaso.

La valoracion de los diferentes cambios histologicos producidos en las ratas como
consecuencia de la isquemia intestinal, se hicieron segtn los criterios descritos por Chiu er
al * Para ello, las ratas eran sacrificadas por sobredosis con pentobarbital sédico una vez
que se habian estudiado con RMPN. Para delimitar el grado de isquemia intestinal, los
autores establecieron un indice de isquemia, que quedaba determinado por la relacion entre
los picos de P1 y PC (PI/PC).

El trazado de RMPN presentaba unos picos que se correlacionan con el contenido
de los diferentes compuestos en fosfatos: como fosfato inorganico (PI), fosfocreatina (PC)
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y adenosin trifosfato alfa, beta y gamma (a-ATP, B-ATP y v-ATP). El registro de RMPN
para un intestino normal se caracterizaba por la produccion de picos manifiestos
retacionados con la PC, a-ATP, B-ATP y y-ATP, con casi una ausencia del pico relativo al
PI. Después de provocar una isquemia intestinal severa por la ligadura de la AMC y VMC,
se comprob6 un aumento significativo del pico del PI, con pérdida casi total de los picos
referentes a PC, a-ATP, B-ATP y v-ATP.

Al comparar el registro de RMPN en los cuatro grupos de isquemia intestinal
producidos por la ligadura de los vasos rectos y el grupo control, estos autores,
evidenciaron, un aumento progresivo del pico referente a PI y una disminucién de los
picos relativos a PC, a-ATP, B-ATP y y-ATP, a medida que aumentaba ¢l numero de
vasos rectos ligados, ¢ se agravaba la isquemia mesentérica. También comprobaron un
aumento del indice de isquemia, segun se intensificaba la isquemia intestinal. De la misma
manera, observaron una correlacion entre el indice de isquemia y los diferentes grados de
lesién histologica producidos en la pared intestinal, de modo que los aumentos de dicho

indice, estan asociados con mayores lesiones histologicas isquémicas en el intestino de las
ratas.

Riera, Alonso y Rodriguez estudian en 1991, el efecto del bloqueo producido por
el alopurinol en la liberacién de radicales libres del oxigeno (RLO), en ratas sometidas a
1squemia aguda de la AMC, asi como, las repercusiones sobre la mortalidad y las
variaciones bioquimicas, hematoldgicas y morfolgicas en dichos animales.”” Utilizaron
50 ratas Wistar macho adultos, anestesiadas con tiopental sddico, distribuidas en cinco
grupos de 10 ratas. En un grupo se practico una laparotomia media sin provocar isquemia.
En ofro grupo, se provocd isquemia durante 60 min por clampaje de la AMC. En los tres
grupos siguientes, se inyectd alopurinol via IP a una dosis normal (100 g/kg), doble (200
g’kg) y media (50 g/kg) respectivamente, 30 min antes de la isquemia. A las 24 horas se
realiza una nueva laparotomia, tomando muestras de sangre, mediante puncién de la vena
cava posterior para realizar determinaciones analiticas. También se tomaron biopsias de
intestino delgado, evaluandose segin los criterios de Chiu et al.*

La mortalidad a las 24 horas fue nula en el grupo control (sin isquemia) v en los
grupos de dosis normal y doble de alopurinol. En el grupo de isquemia reperfusién
solamente murieron dos ratas y otra mas en el grupo de media dosis de alopurinol. A
pesar de estos resultados no se pudieron extraer resultados significativos.

Respecto a los valores analiticos, en el grupo donde se provocd isquemia
reperfusion solamente durante 1 hora, se produjo una disminucién significativa del
hematocrito, del numero y porcentaje de linfocitos, del volumen corpuscular medio (VCM)
y de la Creatin-quinasa MB (CK-MB) y del ancho de distribucién de los hematies con
respecto a la rata normal. Aumento el ancho de distribucion y volumen medio plaguetarios,
la fosfatasa alcalina asi como la concentraciéon de hemoglobina corpuscular media
(CHCM).

En el grupo en que se administré 100 g/kg de alopurinol, 30 min antes de la
produccion de la isquemia-reperfusion, se produjo una disminucién significativa del ancho
de distribucién de los hematies, del porcentaje de los linfocitos y del hematocrito en
relacion a ratas normales, aumentando el ancho de distribucidn plaquetario y la CHCM.;
Disminuyé la CHCM con respecto al grupo de animales sometidos solamente a isquemia-
repermeabilizacion.

En el grupo en que se administraron 200 g/kg de alopurinol, se observo una
disminucién significativa (p < 0.05) del numero de hematies, con respecto a los animales
tratados solamente con isquemia-reperfusién. A su vez, hubo un aumento significativo (p <

30



1. INTRODUCCION

0.05) del porcentaje de linfocitos con respecto a 1os animales tratados con 100 g/kg.

En las ratas normales no se apreciaron lesiones histologicas. El maximo dafio
histologico se observo, en una rata del grupo de isquemia-reperfusion y en ofra del
grupo tratada con alopurinol a dosis de 50 g/kg. El grado minimo, aparecié solo en los
grupos tratados con alopurinol a dosis de 100 g/kg y 200 g/kg de peso. Los grados
intermedios de lesion reunieron al 54 % de los animales.

En 1992, Bilbao e al”* publicaron un trabajo en el cual ensayaban la utilidad del
alfatocoferol y el 4cido folico en un modelo de isquemia y reperfusion intestinal en ratas
Sprague-Dawley hembras, anestesiadas con pentobarbital sédico, sometiéndolas a dos
horas de isquemia intestinal mediante oclusion de la AMC. Los diferentes tratamientos se
administraron por perfusion lenta en la via femoral durante los ultimos 20 minutos de
isquemia. Formaron cuatro series experimentales segin el tratamiento administrado: no
tratados, tratados con suero fisiolégico, tratados con acido folico y tratados con
alfatocoferol. En cada serie utilizaron dos grupos de experiencias: un grupo constaba de
cinco lotes con cuatro animales cada uno, con un total de 20 animales, a los que se les
dejaba evolucionar valorandose la mortalidad en las primeras 48 horas. En el otro grupo se
utilizaron cinco lotes con cinco animales cada uno, sacrificindolos 30 minutos después de
restablecer el flujo sanguineo para realizar estudios morfologicos y bioquimicos. Bajo
anestesia con éter, se reabria la laparotomia procediendo a canular duodeno y valvula
ileocecal para lavar la luz intestinal con suero fisiolégico a 37 °C; también se canul6 la
aorta abdominal para extraer sangre. Los estudios histolégicos se realizaron sobre dos
muestras de ileon terminal y otra extraida de una zona infartada, valorandose en ellas €l
grado de lesion histolégica segiin la escala disefiada por los autores, modificada de Chiu.
Los estudios bioquimicos (glucosa, SGOT, SGPT y GGT) se realizaron utilizando como
controles a 10 ratas no manipuladas.

Los animales tratados con 4cido folico presentaron un descenso significativo de la
mortalidad con respecto al grupo control. Los animales tratados con suero y alfatocoferol
no presentaron dichos cambios significativos.

La administracién de suero fisioldgico se acompafid de un aumento significativo de
las lesiones intestinales. Los animales tratados con alfatocoferol no disminuyeron las
lesiones intestinales, mientras que el acido folico lograba disminuir significativamente la
cantidad de intestino lesionado.

Los animales tratados con suero fisiologico, y con alfatocoferol, presentaron menos
grado de lesion mucosa que el grupo control. La administracién de acido félico tambien
disminuyd significativamente el grado de lesidn mucosa, en todas las series.

La glucemia apenas se vio modificada por la isquemia. Las enzimas estudiadas,
mostraron valores plasmaticos elevados en los animales isquémicos sin que la
administraciéon de suero y alfatocoferol produjera modificaciones significativas. Sin
embargo, los animales tratados con acido félico presentaron una elevacion significativa de
GOT y LDH frente a los no tratados.

En 1999, Carnés realizd en ratas un estudio experimental de la curva de
supervivencia durante un proceso de isquemia mesentérica aguda, valorando las
alteraciones morfolégico funcionales y el efecto del tratamiento con superdxido
dismutasa.” Empleé para ello 210 ratas Wistar, anestesiadas con una mezcla de
diazepan, atropina y ketamina a las que se les practicO una laparotomia media,
ocluyendo la arteria mesentérica craneal durante diferentes tiempos, obteniendo una
supervivencia inversamente proporcional al tiempo de isquemia. Los picos maximos de
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mortalidad se produjeron entre las 0 v 48 horas posteriores a la reperfusion. La tasa de
letalidad 50 se situ6 en hembras en torno a los 60 minutos, mientras que en los machos
superé los 120. El tratamiento con SOD, dio como resultado un incremento no
significativo de la supervivencia, tanto en machos como en hembras. El estudio
histopatolégico de los érganos revelaron una directa relacion entre los tiempos de
isquemia y la gravedad de las lesiones, las cuales no solo afectaron a los érganos
intestinales, sino a otros, especialmente el pulmén. La cuantificaciéon de niveles de
malon dialdehido (MDA), dio como resultado un incremento significativo de los
mismos tras la isquemia, encontrando valores inapreciables en animales control no
sometidos a isquemia y en animales sometidos a isquemia y tratados con SOD.

1.3.4  Modelos experimentales en gatos

En 1973 Ahren y Haglund estudiaron las lesiones de la mucosa intestinal en el
gato, después de provocar una reduccién temporal det flujo intestinal como consecuencia
del clampaje de la AMC"® segun la técnica descrita por Haglund ef af en 1972. Para ello,
utilizaron 9 gatos anestesiados con cloralose. La metodologia consistio, en una laparotomia
media, abordando el intestino delgado y aislando entre 3 y 9 segmentos intestinales en
cada animal, empezando desde el ligamento de Treizt, con un peso para cada segmento de
7-10 gramos y extirpando el tracto intestinal sobrante junto con el bazo. Los nervios
esplacnicos de los segmentos intestinales y las gléndulas adrenales, fueron cortados y sus
extremos conectados con electrodos para su estimulacién. La reduccién de flujo intestinal,
se provocd mediante la colocacion de un clamp vascular en el nacimiento de la AMC,
hasta reducir la tension regional de la misma a 30 mm Hg durante 2 horas y media. A
traves de la arteria femoral los animales recibian heparina sistémica, siendo controlada la
presion sistémica y tomadas muestras de sangre. Para mantener un pH constante, se
perfundi6 una solucion de bicarbonato (10 mEq CO;HNa en una solucién de glucosa al 10
%), desde el inicio de la anestesia hasta el final del proceso experimental. Para disminuir
los trastornos reoldgicos, se inyectaba a los animales también, 2 ml de una solucién de
dextrano cada 30 min durante l1a prueba experimental.

Se hicieron varios grupos segin el tratamiento dado a los segmentos intestinales:
en el primero fueron sometidos a isquemia, pero no tratados; en el segundo fueron
perfundidos con suero salino oxigenado durante la fase de hipotension regional; en el
tercero, se perfundieron con suero salino nitrogenado, también durante la hipotension; en
el cuarto, los segmentos intestinales se mantuvieron ocupados con suero salino durante la
fase hipotensiva, siendo necesario la ligadura de los cabos de dichos segmentos; en ¢l
quinto se llenaron con suero glucosado al 5,5 % y en el sexto la luz intestinal fue lavada
con suero salino (200 - 300 ml} antes de provocar la hipotension mesentérica.

Todos los animales, tanto los fallecidos durante la experiencia, como los
supervivientes, que eran sacrificados al cabo de 1 hora de desclampar la AMC, fueron
sometidos a un estudio anatomopatolégico, valorando las lesiones segin el protocolo de
Chiu e al.®

El examen macroscépico postmorten de los segmentos intestinales de control,
revelaron la presencia de lesiones hemorragicas en 8 de los 9 animales utilizados. Las
lesiones intestinales variaron, desde hemorragias petequiales hasta destruccién completa de
la mucosa de los segmentos intestinales. No hubo diferencias significativas entre los
segmentos intestinales de la serie control y los tratados con suero salino nitrogenado, asi
como los llenados con suero salino, suero glucosado o lavados inicialmente con suero
salino. En cambio, si observaron diferencias significativas en los segmentos intestinales
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tratados con suero salino oxigenado con respecto a la serie control, encontrandose que
todos los segmentos aparecian con aspecto normal, excepto en un amimal que presentaba
hemorragias petequiales. El examen microscopico reveld en la serie control, lesiones de la
mucosa comprendidas en los grados 3-4 segin la clasificacién de Chiu en 6 de 8 gatos. En
los segmentos intestinales perfundidos con suero salino oxigenado, se encontrd mejoria
significativa en todos los animales con respecto a la serie control, apareciendo lesiones
comprendidas en los grados 0-2. En los segmentos perfundidos con suero salino
nitrogenado, solo en 3 gatos se encontrd mejoria significativa (grados 0-1) con respecto al
control. Los segmentos rellenados con suero glucosado, suero salino y lavados con suero
salino no presentaban diferencias significativas con respecto a la serie control.

Granger, Rutili y MecCord’® estudian en 1981, la influencia que podian tener ios
radicales superéxido en la permeabilidad capilar intestinal, cuando éste tejido era sometido
a isquemia de la AMC durante 1 hora en 33 gatos, anestesiados con clorhidrato de
ketamina. Mediante una laparotomia xifopubiana, aislaron un segmento de ileon de 15-20
cm, conservando su pediculo vascular y linfatico; el resto del intestino delgado, el intestino
grueso v el bazo fueron extirpados. Seguidamente al aislamiento del segmento intestinal y
antes de canular el vaso linfatico, se administro heparina intravenosa (5 mg/kg) v la
temperatura se mantuvo a 37 °C. El segmento ileal aislado se lavé con una solucion de
Tyrode, que permitié eliminar todo su contenido.

La isquemia mesentérica local se provocod colocando un clamp en el circuito
arterial formado por la AMC vy la arteria femoral, hasta reducir la tension arterial a 30-40
mrn Hg, durante 1 hora. La presion de la AMC era medida por sonda de presion conectada
a un transductor. L.a sangre de la vena mesentérica era recogida por una cénula que la
Hevaba a un reservorio, para después reintegrarla en el animal por la vena yugular. El flujo
linfatico mesentérico se media por una canula colocada en un grueso vaso linfatico del
pediculo mesentérico; la concentracién de proteinas en la linfa y en el plasma y el fiujo
linfatico intestinal fueron medidos en todos los animales cuando la presion arterial local
intestinal era normal y con una presion venosa local de 0 mm Hg.

Durante la situacién de isquemia intestinal, es decir cuando la tension arterial local
disminuia a 30-40 mm Hg, se midieron también los parametros de flujo linfatico y
concentracion de proteinas en el plasma y la linfa, a intervalos de 15-20 min, durante la
hora de isquemia intestinal.

Se emplearon cinco series de animales, de las cuales, cuatro sufrieron hipotension
mesentérica y otra se utilizd para administrar una endotoxina intravenosa. En la primera y
segunda se administrd respectivamente indometacina (2.5 mg/kg) y metilprednisolona (30
mg/kg) a cinco animales, 135 min antes de la oclusion parcial de la AMC. En la tercera. se
administrd benadry! v cimetidina (2 mg/kg) en cinco animales, 15 min antes de provocarse
la hipotensién mesentérica. En la siguiente serie, se administré en seis animales superoxido
dismutasa (SOD), via intraarterial mesentérica (4 mg/kg), 15 min antes de desclampar la
AMC. En otros cinco animales, a los que ademéas de provocar la hipotension de la AMC,
se ligaron ambos rifiones, se les administré via intravenosa SOD (4 mg/kg) 30 min antes
de desclampar la AMC. En la ultima serie no se provocd la hipotensidn mecanica
mesentérica, sino que se inyectd una suspension de Escherichia colli (1 mg/kg) via IV,
haciendo los controles de flujo linfatico v la concentracion de proteinas en la linfa vy
plasma, antes y después de ia administracién de la endotoxina.

Con el fin de poder valorar la permeabilidad capilar en el intestino delgado v
estudiar su influencia con distintos medicamentos, los autores utilizaron el coeficiente de
reflexion osmética, que viene definido por el flujo linfatico y la relacion entre la
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concentracion de proteinas en plasma y liquido linfatico. Cuanto menor es el coeficiente de
reflexion osmotico, mayor es la permeabilidad capilar intestinal.

Los valores del coeficiente de reflexién osmotico para la serie control (sin isquemia
mesentérica) y g)ara una hora de isquemia intestinal, fueron recogidos por los autores de
estudio previos.”’ Al estudiar el coeficiente de reflexion osmético en la serie control y de
una hora de isquemia, observaron que en la serie en Ia que se solamente provocaba
hipotension de la AMC, se producia un aumento significativo de la permeabilidad capilar
intestinal, con respecto a la serie control.

En las series tratadas con indometacina, metilprednisolona y benadryl y cimetidina
se producia un aumento de la permeabilidad capilar provocado por la hipotensién de la
AMUC, la cual no variaba cuando se administraban aquellos medicamentos, con respecto a
la serie donde s6lo se provocaba hipotension de la AMC.

En la serie tratada con SOD, utilizando la via arterial o venosa, disminuyo
significativamente la permeabilidad capilar con respecto a la serie en la que solo se
provocaba isquemia mesentérica y a las series tratadas con indometacina,
metilprednisolona y benadryl y cimetidina.

Cuando a los animales se les administro endotoxina via IV, a dosis letal, se produjo
un aumento significativo de la permeabilidad capilar, con respecto a la serie control y una
reduccion de dicha permeabilidad con respecto a la serie en la que solo se provocd
isquemia intestinal y a las serie tratadas con indometacina, metilprednisolona y benadryl y
cimetidina. Si las dosis de la endotoxina, no eran letales, no se producian aquellos efectos
significativos.

Estos resultados indicaban, que los radicales superéxido eran primariamente
responsables del aumento de permeabilidad capilar en la isquemia intestinal.

En 1984 Schoenberg ef a/ crearon un modelo experimental, para valorar el papel
que juegan los radicales superoxido en la patogénesis de la lesion de la mucosa intestinal,™
durante la isquemia mesentérica en 21 gatos anestesiados con ketamina y xylazina. Tras
una laparotomia media, el duodeno, el bazo y el colon fueron extirpados, aislando un 75 %
del intestino delgado, conservando la perfusién por la AMC y la VMC. Los nervios
esplacnicos que rodean a la AMC, portadores de fibras vasoconstrictoras simpaticas del
intestino delgado, se conectaron a un electrodo de platino para su estimulacion eléctrica.
La AMC fue clampada durante dos horas mediante un clamp, que permitia reducir la
presion regional intestinal a 25-30 mm Hg y regular su flujo. Se midieron la presion
arterial sistémica a través de la arteria femoral y la presion regional intestinal por medio de
un transductor colocado en la arteria ileocolica. A través de la vena femoral vy durante el
tiempo de la experiencia quirtrgica, todos los animales fueron perfundidos con una
solucion de glucosa al 10 % que contenia NaHCO; por 100 ml, para reducir la
deshidratacidn de los animales. Siete animales recibieron SOD purificada segun la técnica
de McCord, a los 60 min de la hipotensién, en inyeccion IV de 15.000 Ulkg de peso.”
También se tomaron muestras intestinales, antes del periodo hipotensivo, al final del
tiempo isquémico, asi como, a los 10 v 60 min de la repermeabilizacién mesentérica, para
estudio histolégico y determinaciones de SOD, actividad de glutation peroxidasa y GSH
(glutation).

En los animales no tratados con SOD, el flujo sanguineo intestinal y la presion
arterial regional descendieron durante el tiempo de hipotensién. Al cabo de 3 min de
repermeabilizar la AMC, se produjo una reaccién hiperémica intestinal, debido al
incremento del flujo sanguineo mesentérico que llegd a sobrepasar el nivel de flujo durante
el tiempo de prehipotension. A los 15 min de la repermeabilizacion mesentérica, el flujo
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sanguineo intestinal y 1a presion sanguinea vuelven a descender significativamente.

Antes de provocarse la hipotension, la mucosa intestinal no presentaba lesiones
morfoldgicas. A las dos horas de la isquemia mesentérica y justo antes de soltar el clamp
vascular, todos los gatos presentaron lesiones, doce animales de grado 2-3 y los otros dos
de grado 4-5 segun la clasificacion de Chiu er al.*? A los diez minutos de repermeabilizar
el intestino, las lesiones de la mucosa intestinal fueron significativamente mas graves,
alcanzando ocho animales el grado 2-3 y seis animales el grado 4-5. A los sesenta minutos
de la revascularizacion las lesiones se agravan ain mas, alcanzando en doce animales el
grado 4-5 y los otros dos el grado 2-3.

En el grupo de 7 animales tratados con SOD, no hubo diferencias significativas con
respecto a la serie de animales no tratados, en las lesiones de la mucosa intestinal al final
de las dos horas de isquemia intestinal, a pesar de realizar el tratamiento durante el tiempo
de hipotensién, encontrandose cinco animales en grado 2-3, un animal en grado 0-1 y otro
en grado 4-5. A los diez minutos y a los 60 minutos de la repermeabilizacion mesentérica,
no hubo variaciones en las lesiones de la mucosa intestinal con respecto a la fase
isquémica, permaneciendo por tanto, un animal en grado 0-1, cinco animales en grado 2-3
y otro animal en grado 4-5.

La actividad de glutation peroxidasa (GPO) no varié significativamente en las
series no tratadas y tratadas con SOD, con respecto a los niveles alcanzados en la fase
prehipotensiva, durante el tiempo de hipotension mesentérica. A los 60 min de la
repermeabilizacion intestinal, los niveles de GPQ aumentaron de forma no significativa en
la serie de animales no tratados, en cambio, se incrementaron significativamente en ia serie
tratada con SOD. La concentracion de glutation (GSH) se redujo durante y después del
periodo hipotensivo en los animales no tratados, pero no en la serie tratada con SOD.

Dale, Parks y Granger en 1986% utilizaron para comparar las lesiones
morfologicas que se producen en la mucosa intestinal durante la isquemia y la
repermeabilizacién, un modelo experimental en 20 gatos anestesiados con ketamina.
Mediante laparotomia media aislaban un segmento de 20-30 ¢m de ileon, conservando sus
vasos sanguineos y linfaticos, extirpando el resto del intestino delgado y grueso.
Inmediatamente después del aislamiento del segmento ileal, administraban 1.000 Ul/kg
heparina sédica, por via IV. La temperatura del animal se mantenia a 37 °C con una
lampara de infrarrojos. La evaporacién y la deshidratacion de los tejidos abdominales era
reducida con la aplicacién de compresas humedecidas. La perfusion del asa intestinal se
mantenia mediante un circuito extracorpéreo colocado entre la AMC vy la arteria femoral
del animal, siendo cebado dicho circuito con sangre heparinizada de un animal donante.
Mediante la colocacion de un clamp de Gaskell en dicho circuito arterial se provocaba una
situacién de isquemia intestinal, al provocar una caida tensional regional a 25-35 mm Hg.

Al total de animales utilizados se les realizé una biopsia intestinal durante la fase
preisquémica, constituyendo el grupo control. Al cabo de tres horas de isquemia, se volvia
a tomar biopsia intestinal constituyendo el grupo de 3 horas de isquemia. En 7 animales se
desclampé el circuito mesentérico y después de una hora de repermeabilizacion intestinal
se tom¢ una nueva biopsia de intestino, formando el grupo de tres horas de i1squemia y una
hora de repermeabilizacién. En otros 7 animales la isquemia intestinal se prolongd durante
cuatro horas, al cabo de las cuales se tomé biopsia intestinal, constituyendo el grupo de
cuatro horas de isquemia. Finalmente en otros 6 animales con tres horas de isquemia, se
perfundié el intestino con suero salino tratado con nitrogeno después de retirar el clamp.

En todos los grupos isquémicos se produjo una reduccién significativa del grosor
de la mucosa y de la altura de las vellosidades con respecto al grupo control. En ningin
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grupo se encontrd lesion de la muscularis mucosa.

La profundidad de las criptas no vario significativamente entre los grupos de tres
horas de isquemia y en el de tres horas de isquemia y una hora de repermeabilizacion con
respecto al grupo control; en cambio, se redujo significativamente en los grupos de cuatro
horas de isquemia y en el tratado con suero salino nitrogenado, con respecto al grupo
control.

La necrosis epitelial, tanto en las vellosidades como en las criptas fue significativa
en todos los grupos excepto en el control.

En 1986 Granger er al/ trabajan en un modelo experimental para valorar el efecto
que algunas sustancias ejercen sobre la xantina-oxidasa, asi como los cambios de
permeabilidad que se producen en el intestino del gato.®' Utilizaron un modelo semejante,
excepto pequerias modificaciones, al descrito anteriormente por Granger ef al.™® El flujo
linfatico era medido por una canula colocada en un gran vaso linfatico sobresaliente del
pediculo mesentérico. La sangre de la vena mesentérica del segmento intestinal aislado era
recogida en un reservorio y enviada de nuevo al animal por la vena yugular.

Una vez aislado el segmento intestinal para su estudio, se procedia a la
administracién de heparina sédica a raz6n de 5 mg/kg de peso IV. La isquemia intestinal se
provocaba por el clampaje del circuito extracorpdreo entre la AMC vy la arteria femoral
durante una hora. En todos los animales se midieron, el flujo linfatico intestinal y la
concentracion de proteinas en la linfa y en el plasma, antes de provocarse la isquemia
mesentérica, después de 45 minutos de hipotension regional y al producirse la
repermeabilizacion intestinal,

En una serie control, no se provocd clampaje de la AMC. En la siguiente
serie, llamada isquémica, se provoco una hipotension de la AMC durante una hora y no fue
tratada con ningun farmaco. En otro grupo, la luz intestinal se tratd con éacido folico
disuelto en solucién Tyrode, 15 min antes de la hipotension mesentérica. Por ultimo, en
otro grupo se coloco pterin-aldehido disuelto en solucion Tyrode, también 15 min antes de
la isquemia mesentérica.

El estudio demostré que tanto en el grupo isquémico como en los tratados con
acido fdlico y con pterin-aldehido se produjo un aumento significativo de la permeabilidad
vascular con respecto al grupo control.

1.3.5 Modelos experimentales en hamster

En 1990 Boyd et al trabajaron en un modelo experimental en hamster, provocando
un sindrome de isquemia - revascularizacién intestinal, para comparar el efecto protector
que podian producir algunas sustancias farmacolégicas como gamma - hidroxibutirato
(GHB), alopurino} y vitamina E.*?

El estudio se hizo en 48 animales machos de 100 a 140 gr de peso, anestesiados
con pentobarbital sédico, que fueron sometidos a una laparotomia media por la que se
exteriorizé un segmento de 5 cm de yeyuno, ocluyéndose su circulacién durante 30 min
con un clamp atraumdtico. A las 3 horas de su repermeabilizacién fueron sacrificados,
procediéndose al estudio histoldgico intestinal. El dafio del intestino fue valorado segun el
método de Buell, quien consideraba dafiados a los viflis cuando presentaban hemorragias o
cuando su parte alta estaba denudada.

Los animales fueron divididos en ocho grupos, el primero de los cuales estaba
formado por animales sometidos a la isquemia intestinal, sin tratar. El siguiente grupo se
traté con 600 mg/kg de GHB, 30 min antes de la isquemia y una dosis suplementaria de
300 mg/kg a las 2 horas siguientes. En el tercer grupo se traté a los animales también con
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GHB a la misma dosis que en el grupo anterior, con la diferencia de que los hamsters
fueron calentados externamente para evitar el efecto hipotérmico que produce la GHB. En
otro grupo, los animales fueron tratados con GHB (600 mg/kg) via IP, justo antes de la
repermeabilizacion y con 300 mg/kg 2 horas después. El quinto se traté con GHB v
naloxone via IP (0.4 mg/kg) 30 min antes de la inyeccién de GHB y 2 horas mas tarde. Un
sexto grupo de hamsters recibié¢ naloxone en la misma manera que en el grupe anterior,
pero sin GHB. Un séptimo siguiente grupo se tratd con alopurinol via IP (50 mg/kg) 24
horas y 2 horas antes de la isquemia. En el dltimo grupo el tratamiento se efectud con
vitamina E (50 mg/kg/dia) durante 5 dias consecutivos antes del experimento y por ‘ia
oral.

El grupo de animales control presentd un dafio significativo de la mucosa intestinal
con respecto a la mucosa normal.

Los grupos tratados con GHB previo a la isquemia, GHB mas calor, GHB
postisquemia, GHB y naloxone y alopurinol, no presentaron dafios significativos de ia
mucosa intestinal con respecto a la mucosa normal.

Los hamsters tratados solamente con naloxone y vitamina E tuvieron lesiones
significativas con respecto a la mucosa normal.

Los animales tratados con alopurinol sufrieron lesiones mas significativas en la
mucosa intestinal que los tratados con GHB antes de la isquemia.

1.4 Recuerdo morfofisiolégico del aparato digestivo del conejo

1.4.1 Generalidades

Como recordatorio solo haremos mencién a los érganos que han sido objeto de este
estudio:

* intestino delgado: es un conducto tubular, cuya longitud oscila entre 2 y 3 metros. Se
pueden distinguir tres porciones: duodeno, yeyuno e ileon. Su estructura morfolégica
esta constituida de fuera a dentro por las siguientes capas:

a) serosa: capa externa de células mesoteliales y otra subyacente de tejido
conectivo.
b) muscular: compuesta por una capa externa de musculo liso longitudinal y otra
interna circular.
¢) submucosa: capa de tejido conectivo.
d) mucosa: dividida a su vez en las siguientes estructuras:
- muscularis mucosae: banda delgada de fibras musculares lisas
longitudinales.
- lamina propia de la mucosa: tejido conectivo que rodea a las glandulas. Y’
centra vellosidades
- epitelio de revestimiento superficial, glandulas y vellosidades
La mucosa presenta gran numero de pliegues, las valvulas conniventes ¢ de
Kerkrim, que se proyectan en la luz intestinal. En la mucosa, hay millones de
vellosidades (proyecciones digitiformes), cada una de las cuales estd limitada
€xternamente por una unica capa de células de epitelio columnar o enterocitos,
que en su superficie presentan un borde en cepillo de microvellosidades. Por el
eje de las vellosidades, cursan el vaso quilifero central (capilar linfatico} v
vasos sanguineos. La submucosa del intestino delgado, contiene nédulos
linfaticos (placas de Peyer) a lo largo del borde antimesentérico.®
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~  Intestino grueso: consta de ciego, colon y recto. El colon comienza en la ampolla cecal.

Por su aspecto anatémico se distinguen dos porciones: colon proximal, que presenta
una fuerte segmentacion a modo de abolladuras y el colon distal de paredes mas lisas y
cilindrica. Su pared estd compuesta por mucosa, submucosa, muscular y serosa. La
capa muscular es doble: una capa interna circular y otra mas externa longitudinal.

El ciego es una porcién individualizada del intestino gnégso, de 30 a 50 cm y gran
volumen (entre 250 y 600 ml) que termina en un $aco ciego.

El recto es el Gltimo tramo intestinal, con aspecto arrosariado por la disposicion
lineal de los excrementos.

» Higado: es la glandula mas voluminosa del organismo y entre sus multiples funciones
metabdlicas, esta la secrecion biliar de gran importancia digestiva. Su cuerpo esta
dividido en cuatro idbulos, dos laterales y dos medios.

»  Pdncreas: glandula digestiva, constituida por un tejide difuso de color rosaceo oscuro,
que se halla adosado al meso duodenal; elabora el jugo pancredtico, que se vierte al
duodeno mediante el conducto pancreatico.

1.4.2 Vascularizacion intestinal en el conejo

La circulacién sanguinea en el conejo estd sometida a una serie de constantes,
algunas de cuyos datos mas caracteristicos son:

a) volumen sanguineo total: 55'6-57'3 ml/kg

b) volumen plasmatico: 38'8 mi/kg

¢) volumen globular: 16'8-17'5 ml/kg

La presion sistélica del conejo adulto es de 110 mm de Hg (90-130) y la frecuencia de las
pulsaciones oscila entre 150 y 340 latidos por minuto.

Es interesante destacar la existencia de derivaciones del torrente circulatonio, como
el sistema porta-hepatico, que funciona desde el intestino al higado, antes de que la sangre
venosa sea incorporada a la circulacién general.** Las tamas arteriales de las arterias
mesentéricas procedentes de la aorta se distribuyen por la pared intestinal a la que irrigan.
Conviene indicar que la red vascular de la mucosa se capilariza a nivel del corion de las
vellosidades, adoptando una distribucion topografica optima que facilita la incorporacion
inmediata a la luz vascular, de las sustancias absorbidas a través del e})itelio de la
vellosidad y, sobre todo, de las que lo hacen a través del cemento intersticial.}

La circulacion intestinal depende de dos troncos arteriales, que tienen su origen en
la cara anterior de la aorta abdominal:*

Arteria mesentérica cranealis: nace inmediatamente por debajo del tronco celiaco. Su
vascularizacion abarca casi todo el intestino y da las siguientes ramas:
Arteria pancredtico-duodenal, que se divide en rama craneal y rama caudal, las
cuales vascularizan, el duodeno y el pancreas. La pancreatico-duodenai craneal
se anastomosa con su homdnima de la arteria hepatica, formandose una arcada
entre la AMC y el tronco celiaco.

v Arteria yeyvunal, que umga todo el yeyuno por medio de miltiples ramas

yeyunales.

«  Arteria ileocdlica que se encarga de vascularizar, la porcion ileal del intestino

delgado, el ciego, el apéndice a través de la arteria appendix vermiformis v la
primera porcidn del colon.

+  Arterias colicas, media y siniestra, que vascularizan el colon proximal y distal.
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La arteria colica siniestra se anastomosa con la arteria mesentérica caudal,
formandose una arcada vascular entre las arterias mesentéricas.
Arteria mesentérica caudalis, genera las ramas sigmoideas y la arteria rectalis
cranealis, que vascularizan la porcion distal del colon y el recto.

1.5 Radicales libres e isquemia intestinal

1.5.1 Generalidades

La vida en la tierra surge en primera instancia en condiciones anaerobicas, hasta la
aparicién de las primeras algas verde-azuladas con capacidad fotosintética.®’” Todas las
decisiones evolutivas fueron hechas hasta entonces sin tener en cuenta el potencial toxico
del oxigeno, adoptando una quimica bioldgica basada en aminoacidos, lipidos y
nucleotidos. La aparicién del oxigeno, acumulandose en la atmdsfera en conjuncién con la
luz, hace imposible la vida anaerdbica, haciendo a estas substancias quimicamente
inestables, tendiendo a reaccionar para formar didxido de carbono y otras substancias
oxidadas. Las primitivas formas de vida existentes entonces, tuvieron que optar por una de
las dos opciones siguientes: evitar el oxigeno tratando de mantener a ultranza ias
caracteristicas de la vida anaerdbica, de cuya evolucion ain quedan ciertos reductos
atrincherados en lugares a los que llega dificilmente el oxigeno, 6 desarrollar defensas
especificas contra la accién toxica del mismo. La especie humana evolucioné de
organismos que adoptaron esta ultima estrategia.®

Las moléculas de ia inmensa mayoria de compuestos y materiales organicos, -es
decir aquellos en los que predomina el elemento carbono- poseen un nimero par de
electrones que, segiin las leyes de la quimica les confiere la estabilidad requerida para su
existencia. Los radicales hibres tienen un numero impar de electrones y por ello son en
general extremadamente labiles y fugaces, cuya vida media puede ser incluso inferior a
una milésima de segundo, constituyendo asi una materia efimera e intangible, imposible de
aislar, almacenar y manejar.

En las células aerobias, los principios inmediatos son metabolizados en el ciclo de
Krebs, liberandose electrones e hidrogeniones, que son captados por la cadena de
citocromos. Como consecuencia de todo ello, se produce energia (ATP) y CO; y el
oxigeno molecular sufre una reduccion tetravalente, completa y simultdnea (40, + 4H™ +
4e = 2H,0) sin creacion de productos intermedios.®

Sin embargo, una pequefia cantidad de este oxigeno (1-2 %) sufre una reduccion
univalente y secuencial, ocasionando la aparicion de metabolitos intermediarios: anién
superoxido (O;)", perdxido de hidrégeno (H,0,), radicales hidroxilo (OH')" y quiza otros
compuestos desconocidos por el momento, todos ellos altamente toxicos y reactivos.

Durante la tltima década se han hecho enormes avances en el entendimiento de la
reaccion del tejido sometido a reperfusion tras la isquemia o a una hipotensién. Para una
mejor comprension han tenido un papel fundamental, dos observaciones: En primer lugar,
que la reperfusién per se, provoca una lesién histica considerablemente superior a la
inducida por la isquemia por si sola. Esto se puso muy claramente de manifiesto por el
hecho de que las alteraciones histologicas en el intestino de felinos, producidas por la
lesidn tres horas de isquemia seguidas de una hora de reperfusién, eran muy superiores a
las observadas después de cuatro horas de isquemia sin reperfusion.”’ En segundo lugar se
ha demostrado, que el neutrdfilo, es el principal mediador de la lesion adicional a la
isquemia. Desde hace muchos afios, se sabe, que los neutrofilos infiltran el miocardio
después de un infarto, y, en un principio, se pensé, que su presencia era un factor
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beneficioso para el proceso de curacion.” Sin embargo en 1983 se observo, que el tamano
final del infarto de miocardio producido por el pinzamiento transitorio de la arteria
coronaria del perro podria reducirse considerablemente, si se provocaba previamente una
depleccion de los neutrdfilos circulantes en el animal.”® Esto hizo pensar, que los
neutrofilos intervenian activamente en la lesion del tejido durante la fase de reperfusion,
tras la isquemia y, de hecho, determinaban en gran parte el tamario del infarto.

1.5.2° Quimica y produccion de los radicales libres del oxigeno

Las moléculas de la inmensa mayoria de los compuestos y materiales organicos —es
decir, aquellos en los que el elemento carbono predomina- poseen un numero par de
electrones que segun las leyes de la quimica, les confiere la estabilidad requerida para su
existencia. Los radicales libres son moléculas que poseen un niimero impar de electrones y
por ello son extremadamente inestables y fugaces, cuya persistencia (vida media), puede
ser incluso muy inferior a una milésima de segundo. Por consiguiente, la mayoria de los
radicales libres constituyen materia efimera e intangible, imposible de aislar, almacenar y
manejar’.

Un radical libre es aquella especie quimica cargada o no, que tiene en su estructura
un electrén desapareado. Se representa con un punto a la derecha del simbolo.”

En 1978, Irwin Fridovich, llamo la atencién sobre la paradoja bioquimica del
oxigeno con las siguientes palabras: «De la misma manera que Jano, el oxigeno tiene dos
caras, una benigna y otra maligna; el oxigeno molecular es virtualmente téxico para todas
las formas de vida y esa toxicidad se hace evidente al aumentar su concentracion».”® Esta
situacién paraddjica consiste, en que el oxigeno es esencial para las formas de vida
aerobias, pero un exceso de oxigeno o bien un metabolismo inapropiado del mismo pueden
ser toxicos para el organismo, ésta dualidad conocida desde hace muchos afios, estd
comenzando a ser entendida a través de las especies activas del oxigeno y los radicales
libres de oxigeno (RLO).

Como es bien sabido, los mamiferos obtienen la mayor parte de su ATP (adenosin
trifosfato) celular por medio de la reduccién del oxigeno, en la que intervienen cuatro
electrones, para formar H,O catalizado por la citocromoxidasa, en el sistema mitocondrial
de transporte de electrones. Aproximadamente el 98 % de todo el oxigeno consumido por
las células entra en las mitocondrias.”’ Sin embargo la presencia de oxigeno intracelular
también permite la produccién inadvertida de especies de oxigeno intermedias
parcialmente reducidas, téxicas.

Las formas mas importantes, son el radical-anion superéxido (O, , el perdxido de
hidrogeno (H,0) y el radical hidroxilo (OH'). Estas formas pueden producirse por la
actividad de diversos enzimas oxidativos, en diferentes localizaciones de la célula,
mitocondrias, lisosomas peroxisomas y membrana plasmatica.”®

Otra forma activa del oxigeno es el denominado oxigeno singlete (10,) , que se
diferencia de la forma normal, (estado triplete 30,), en que los electrones del orbital p

antienlazante tienen espines opuestos. Esta forma es mucho maés reactiva que el oxigeno
- 95
triplete.

El radical superéxido se puede generar directamente, durante la autooxidaciéon en las
mitocondrias o enzimaticamente, por enzimas citoplasmaticas, como las deshidrogenasas
flavoproteinicas (xantin-oxidasa, dehidroorotato oxidasa, aldehido oxidasa, purina oxidasa
etc.” y otras oxidasas e hidrolasas, como la diamino oxidasa, galactosaoxidasa, triptofano
2,3 deoxigenasa y el citocromo P-450.'" También puede producirse en reacciones no
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enzimaticas del oxigeno con la cistina'® ¢ la riboflavina 6 activado por la luz. La
produccion enzimética de iones superoxido juega probablemente un papel importante en la
defensa antibacteriana, mediante la fagocitosis por los leucocitos, ™ en las reacciones de
oxidacién que tienen lugar en las mitocondrias y en otros procesos.'”

El superdxido tiene una vida media de algunos milisegundos, por lo cual, una vez
producido, puede ser inactivado espontianeamente o mas rapidamente por la enzima
superoxido dismutasa (SOD), para dar agua oxigenada y oxigeno.104

2 (0,)"+ 2H (SOD)— H,0, + O,

El perdxido de hidrégeno es producido ¢ por dismutacion de (Oz)' como ya hemos
visto ¢ directamente por las oxidasas presentes en los peroxisomas (organulos celulares
ricos en catalasa.®® Cuando la molécula de oxigeno recibe dos electrones, el producto
formado es el agua oxigenada o peréxido de hidrogeno.

0O, +2e+2H" — H,0,

Esta forma es la menos reactiva de las especies del oxigeno activadas. Se forma en
muchos procesos en los organismos vivos y es estable cuando no hay catalizadores que lo
descompongan.'®® Existen muchas enzimas capaces de producir directamente peroxido de
hidrogeno a partir del oxigeno, entre ellas, la glucosa oxidasa, las diaminoacido oxidasas,
uricasa, alfa dihidroxiacido oxidasa 6 sulfidril oxidasa.'” También puede producirse por
reacciones quimicas, como la autooxidacion del acido ascorbico catalizada por el cobre.'™
Por otra parte, la dismutacién del ion superoxido para formar perdxido de hidrégeno puede
tener lugar de forma esponténea o por accién del enzima superéxido dismutasa.'”’

El radical hidroxile que corresponde en teoria a la reduccion parcial de la molécula
de oxigeno por tres electrones no puede formarse directamente de esta forma. En cambio,
si puede aparecer en los sistemas bioldgicos como consecuencia de distintos procesos.
Como se describid en 1944, puede formarse por radiolisis del agua por accién de la
radiacion gamma o de los rayos X.'” Uno de los procesos mas importantes de produccion
de radical hidroxilo es la reduccion del agua oxigenada por ciertos iones metalicos, en
especial el ion ferroso (Fe™). La mezcla de perdxido de hidrogeno y Fe™ se conoce como

reaccion de Fenton, quien ya indico, en 1894, que esta mezcla era capaz de oxidar al acido
t1: 109
malico.

H;0;+Fe™ — Fe™ +(OH)" +OH"

Aungue esta reaccion puede tener lugar con otros metales, el ion ferroso es el mas
importante en los sistemas biologicos, aportados por la transferrina, lactoferrina,
hemoglobina 6 ferritina.!'® El hierro, inicialmente en forma de iones férricos (Fe™ )
reaccionaria con el radical superdxido y el ion ferroso formado lo haria entonces con el
peréxido de hidrégeno.'

Fe"™"+(07)" — 0O,+Fe”™
Fe™ +H,0, — (OH)'+OH +Fe ™™

Estas dos reacciones son una fuente importante de radicales hidroxilo (OH) a

partir del superoxido, ya que este ltimo se dismuta facilmente produciendo agua

oxigenada, de modo que cualquier reaccién que produzca (Q,)" producird en ultima
instancia (OH')", a menos que exista algin sistema especifico de eliminacion, frente a la
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dismutacion.
El radical hidroxilo también se puede formar a partir del (Qy)" y del (Hy0»), por la
denominada reaccion de Haber-Weiss: '°

H,0;+ (0y) — 0+ (OH) + OH

En los sistemas biologicos, también pueden generarse radicales hidroxilo en la
transferencia de electrones a nivel microsomal.''’ El radical hidroxilo es una de las
especies q1 uimicas mas reactivas que se conocen, reaccionando con todas las sustancias
organicas.

La principal forma de produccion de gxigeng singlete (10;) en los sistemas
bioldgicos, es la oxidacion del NADPH en los microsomas y la actividad de varias enzimas
como la lactoperoxidasa, xantin-oxidasa, lipooxigenasa, prostaglandin sintetasa y otras. 106
La luz especialmente la ultravioleta (UV), en presencia de fotoactivadores como la
riboflavina, puede dar lugar al paso del oxigeno del estado triplete al smglete
Quimicamente puede generarse por la accion del hipoclorito (que a su vez puede
producirse por la accion del H,O, sobre el ion Cl en presencia de ciertas enznnas) sobre ¢l
H,0;, por la rotura de hidroperdxidos ¢ por la desproporcién del agua oxigenada.'*

Las formas activas del oxigeno (reducidas) tienen sus correspondientes sistemas
enziméaticos intracelulares que las neutralizan, las cuales, bien sean de naturaleza
enzimatica ¢ no enzimatica, reciben el nombre de antioxidantes ¢ agentes secuestradores
de radicales libres (scavengers). En condiciones normales la presencia de un equilibrio
entre prooxidantes y antioxidantes, impide que las estructuras celulares {membranas, ADN
etc.) sufran dafios oxidativos por los radicales libres.

Cuando los sistemas antioxidantes no son capaces de eliminar las formas activas
del oxigeno, se produce un incremento de RLO, en la cascada de peroxidacion 11p1d1ca
que a su vez descompensa aun mas el equilibrio entre la prooxidacidn y antioxidacion. »

Conviene destacar que estos sistemas de defensa son capaces de un cierto grado de
adaptacion compensador frente a un exceso eventual de radicales libres, siempre que este
aumento tenga lugar de modo paulatino, como se ha visto en ratas sometidas a oxigeno
hiperbarico y también en cultivos de microorganismos como estafilococos fecales y
Escherichia colli,! 15 pero no cuando este aumento tiene lugar de modo agudo, como ocurre
en la revascularizacion postisquémica.'!®

Si por cualquier motivo se produce un exceso de (O7)" y H>O; y/o una deficiencia
en SOD y catalasas, el resultado puede ser un remanente de (O7)" y H,O» que
reaccionando entre si dan lugar al radical (OH)", el mayor oxidante conocido tanto de
sustancias organicas como inorganicas. En caso de que el radical hidroxilo interaccione
con los lipidos, se inicia la "cascada de peroxidacion lipidica” '’

1.5.3  Accion de los radicales libres

Los RL son compuestos quimicos extremadamente Iabiles y de vida fugaz y las
reacciones en las que participan son complejas, por lo que no es facil determinar en qué
momento y circunstancias intervienen. Los métodos utilizados para su valoracion, sdlo nos
aportan evidencias indirectas, va que ni los blogueantes ni los neutralizadores de los RL,
tienen especificidad absoluta.'*®

Estos hechos condicionan la investigacion de los radicales libres en biologia y en
clinica, con graves inconvenientes, representados por la dificultad para detectar la
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formacién de los RL in vivo,'"” lo cual implica tener que estudiar los efectos que éstos
producen sobre modelos experimentales a través del bloqueo de algin enzima del proceso
(xantin-oxidasa) 6 de la administracion de sustancias neutralizadoras de los mismos.

La mayoria de los téxicos quimicos, medicamentos etc., se metabolizan en los
tejidos especialmente en el higado, mediante procesos de peroxidacion lipidica.'®

Estos toxicos quimicos, en su mayoria, no son biologicamente activos, sino que
deben ser convertidos en metabolitos, que son los que actiian como toxicos sobre las
células diana. Aunque estos metabolitos pueden lesionar las membranas y las células por
unirse mediante enlace covalente directo a las proteinas y lipidos de las membranas, sin
embargo, un mecanismo mas importante de lesion de las membranas, es la formacion de
RL reactivos y consiguiente peroxidaciéon de los lipidos. Uno de los modelos mas
caracteristicos de lesion quimica en el higado, es la producida por el tetracloruro de
carbono (CCL;).97 Este hidrocarburo halogenado se utiliza en la industria de la limpieza en
seco. El efecto toxico se debe a la conversion del CCly en un radical libre altamente

reactivo, CCl; %, (CCls + € — CCl;° + Cl), lo que ocurre en el reticulo endoplasmico liso
(REL) por la accion del sistema oxidasa de las enzimas que intervienen en el metabolismo
de los farmacos liposolubles y de otras sustancias como el citocromo P-450. El CCl;*, es
capaz de tomar atomos de hidrégeno de los acidos grasos poliinsaturados y
consecuentemente iniciar la peroxidacion lipidica.”?' Inicialmente se produce Il
autooxidacion de los 4cidos grasos insaturados (polienoicos) presentes en los fosfolipidos
X de las membranas y formacion de perdxidos organicos tras la reaccion con el oxigeno. Est:
' reaccion es autocatalitica, debido a que se forman nuevos radicales libres a partir de lo:
propios radicales peréxido. Por consiguiente se produce, rapidamente la destruccion de k
estructura y la alteracion de la funcién del REL. Por lo tanto, no es de extraiiar que L
lesion hepética por CCly sea grave y rapida.

En los tejidos se encuentra la xantina deshidrogenasa en estado normal, pero ]
isquemia induce su rapida transformacion a la forma oxidada, proceso ligado a un
proteasa y al calcio intracelular'®? El paso de hipoxantina (aumentada por la accién de 1
isquemia) a xantina y acido urico es catabolizado por la XO, para lo cual es preciso |
existencia de oxigeno (aportado durante la revascularizacion) con produccion de RL.®

[.5.4 Mecanismos de toxicidad

Los productos activos de oxigeno ejercen una accion tdxica sobre los organismos vive
por dos mecanismos:
- Directo mediante la modificacion de los acidos nucleicos'® despolimerizacién d
acido hialurénico de los mucopolisacaridos y del colégeno’24 6 por oxidacién de |

grupos sulfidrilo, o que altera Ia integridad de ias membranas celulares.'”
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« Indirecto, mediante la peroxidacion lipidica, provocando la oxidacion de los &cidos
grasos poliinsaturados contenidos en los fosfolipidos de las membranas. La
peroxidacion de los lipidos se inicia por los radicales hidroxilos, que reaccionan con
los acidos grasos insaturados de los fosfolipidos de la membrana para generar radicales
libres de acidos orgénicos, que a su vez, reaccionan rapidamente con el oxigeno
formandose perdxidos. Los peroxidos a su vez actilan entonces como radicales libres,
iniciando una reaccion catalitica en cadena que da lugar a una mayor pérdida de acidos
grasos insaturados y a una extensa lesién de la membrana.'

Asi pues, los efectos toxicos de los RLO, se producen en las membranas, lipidos,
enlaces sulfidrilos de las proteinas y nuclestidos de acido desoxirribonucleico (DNA).'

El lugar fundamental donde tiene lugar la peroxidacion lipidica es la membrana
celular, debido a su riqueza en 4acidos grasos poliinsaturados. Las consecuencias son la
alteracion de su integridad y la pérdida de la funcién de organelas celulares, tales como
mitocondrias.'*® También pueden producirse enlaces cruzados entre las proteinas,
mediante la formacién de enlaces disulfuros (los aminoécidos mas labiles son la
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Fig 1: Mecanismo de produccién de radicales libres del oxigeno en el intestino delgado
: L 158
isauémico.

metioniona, histidina, cistina y lisina), que inactivan enzimas, especialmente los radicales
sulfidrilos. Las interacciones con el ADN inducen mutaciones del codigo genético, que si
no son reparados, dan lugar a alteraciones celulares e inhiben la replicacién del DNA. En
las lesiones del ADN estan implicados los tres tipos de RLO.*
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1.5.5 Papel de los radicales libres del oxigeno en situaciones de isquemia reperfusion

Desde que en 1980 se implico a los RLO como agentes causantes de lesiones
tisulares responsables de la mortalidad de los individuos, han sido numerosos los
trabajos desarrollados para conocer el funcionamiento bioquimico y fisiologico de estas
moléculas de alta inestabilidad. Las lesiones producidas por la isquermia se agravan
durante la revascularizacion, precisamente por la accién destructora de los RL."®

En condiciones fisiologicas normal, el 2 %-3 % del oxigeno es metabolizado en las
células con produccion de RL del mismo, que son convenientemente metabolizados por
los sistemas de detoxificacion celular (superdxido-dismutasa, catalasas, peroxidasas etc. ).

En los casos de isquemia aguda seguida de revascularizacidn, tendria lugar una
gran produccién de RLO y de otros tipos, seguramente acompafiada de una disminucion de
los mecanismos de detoxificacion fisiologicos que serian responsables, al menos, en parte
de las lesiones atribuidas hasta ahora a la isquemia.’®

La lesién que se produce durante la isquemia-reperfusion se origina por la
produccion de metabolitos reactivos del oxigeno, tales como el anién superdxido, el acido
hipocloroso (CIOH) y el peréxido de hidrogeno (H,0,).*' El primer paso es la depleccion
de ATP que es degradado a hipoxantina. (Fig. /). En condiciones normales, la hipoxantina
es oxidada por la enzima xantina deshidrogenasa, para dar lugar a xantina, utilizando el
dinucle6tido de nicotinamida adenina (NAD) en una reaccion en que el NAD es
convertido en NADH. Sin embargo, durante la isquemia, la xantina deshidrogenasa, que
suele estar presente en grandes cantidades, es convertida en xantina oxidasa. Esta
conversion enzimatica cumple un papel clave en la hipdtesis de la lesion de la reperfusion
mediada por los radicales de oxigeno. Recientemente se ha demostrado que la xantina
oxidasa en el ser humano, se forma en tiempos de isquemia de una hora en el musculo
esquelético, cuando se pone un torniquete.'?

Otro hecho importante durante la isquemia es que se almacenan grandes cantidades
de hipoxantina en los tejidos. Esta acumulacién se produce por dos circunstancias:

- no hay xantina deshidrogenasa

- la xantina oxidasa utiliza oxigeno como substrato, en vez de NAD para metabolizar

la hipoxantina a xantina, pero como no hay oxigeno disponible por la isquemiz,
esa reaccion no es posible de realizar dando lugar a un aumento de hipoxantina.

Las concentraciones elevadas de xantina oxidasa y de hipoxantina, no tienen un
efecto desfavorable sobre los organismos, hasta que se produce la repermeabilizacion.
Cuando se reintroduce ¢l oxigeno con la reperfusién, la xantina oxidasa convierte la
hipoxantina en xantina, generando gran cantidad de anion superoxido, el cual genera una
cascada de reacciones que liberan H,0; v otros metabolitos de oxigeno en el interior de las
células endoteliales. El radical hidroxilo (OH') puede ser producido por la reaccién del
superoxido y el H0; en presencia de iones Fe'* 6 Cu'" (reaccién de Haber-Weiss) ¢ de
H,05 s6lo en presencia de Fe™ (reaccién de Fenton).

Tras la activaciéon de los neutrdfilos, la mieloperoxidasa (MPO) que contienen
produce CIOH. No se conocen bien los procesos concretos que enlazan la xantina oxidasa
y los metabolitos reactivos del oxigeno con la actividad quimiotaxica. También, es poco
conocida la naturaleza exacta de los agentes quimiotaxicos que operan en las distintas
situaciones de isquemia, si bien los productos del acido araquidénico y los fragmentos del
complemento, desempefian un papel fundamental, sobre todo los Gltimos, en la isquemia
miocardica.”*® Al poco tiempo de la reperfusion del tejido isquémico, los productos de
degradacion del acido araquidénico se encuentran en concentraciones elevadas en el
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plasma."!

Una consecuencia de la liberacion de RLO es que el Ca™ libre intracelular aumenta
extraordinariamente y se cree que éste es un pasc importante en la activacién de la
fosfolipasa A; de la membrana plasmatica y la posterior generacion de productos del 4cido
araquidénico.'? Ciertamente la inhibicion de los RLO con enzimas inhibidores de los
mismos, se previene la liberacion de los metabolitos del 4cido araquidénico después de la
repermeabilizacion.'” y parece ser que el anion superoxido es un requisito previo para la
puesta en marcha de la actividad quimiotactica de los neutréfilos.'**

No hay pruebas de que los productos de degradacion del acido araquidénico
provoquen una lesion endotelial en la secuencia isquemia reperfusion. Sin embargo hay
tres mecanismos que relacionan a los neutréfilos y a los metabolitos del Aacido
araquidonico para inducir lesion endotelial durante la repermeabilizacion:

a) El leucotrieno By, producto de la lipooxigenasa y el tromboxano Aj, producto de la
ciclooxigenasa son potentes quimioatrayentes'> y son generados durante la
isquemia-reperfusion en cantidad suficiente para inducir la diapedesis de Ios
neutrfilos.”’ Datos experimentales han observado que la lesion en el miocardio
después de un infarto, se reducia cuando se inhibian los productos de la
lipooxigenasa.'*®

b) Los metabolitos del acido araquidénico pueden activar a los neutréfilos para
producir mas radicales de oxigeno y enzimas proteoliticos. El leucotrieno B, es un
estimulante de los neutrdfilos para producir perdxido de hidrogeno v elastasa’’ y
activa a los neutréfilos para que induzcan permeabilidad endotelial tanto in vitro
como in vivo."*® El tromboxano A? también activa los neutréfilos y es mediador en
la produccion de H;Ozpor parte de estos, después de la isquemia.'”

¢) Los leucotrienos y el tromboxanc intervienen en la perfusion de los tejidos, ya que
tienen una accion directa sobre la microcirculacién. La accién vasoconstrictora del
tromboxano provoca una disminucién de flujo a nivel capilar después de una
reperfusion.'”’ Este fenomeno se observa en la isquemia reperfusion del rifidn,
donde se discute si la lesidn de repermeabilizacion depende o no de los
neutrofilos.*! Se piensa que el principal mecanismo de esta lesion es el desarrollo
de un desequilibrio entre agentes vasodilatadores y vasoconstrictores. No se sabe si
los leucotrienos C4 y D4 son importantes en la isquemia, aunque son potentes
vasoconstrictores.'*? El leucotrieno Be no influye directamente en el flujo
sanguineo.

El lugar de produccion de los RLO pueden ser los leucocitos circulantes
(polinucleares neutréfilos),'* células endoteliales 6 parenquimatosas del érgano de que se
trate. Los neutréfilos harian uso de los RLO como armas antibacterianas.'**

Aunque no esta completamente aclarado, es posible que el lugar de produccién de
los RLO varie segun el 6rgano. Asi, en el pancreas el origen seria exclusivamente tisular'*’
mientras que en el intestino y pulmén hay datos que hacen pensar que se originan a
expensas de la xantina-oxidasa (X0O) y de los neutréfilos.”

En cuanto al momento en el que se produce la liberacion de RL, segin los
trabajos realizados por Ceconi et al,'* los niveles de MDA tlibre en el tejido son
practicamente inapreciables durante la isquemia vy tras los primeros momentos de la
reperfusion, y es transcurridos unos minutos cuando se dispara la peroxidacién lipidica
y se producen las reacciones que liberan MDA al tejido. Por lo tanto la peroxidacion de
las membranas se produce practicamente por completo en la reperfusion. Gallagher ef
al"*’ determinaron que la vida media de la SOD es de aproximadamente 22 minutos.
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Garlick er al'*® demostraron por resonancia paramagnética que la liberacién de RL se

produce principalmente durante los primeros 10 minutos de la reperfusion. Slavikova et
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, v que inmediatamente el organismo ponia en funcionamiento un sistema de
proteccion antioxidante que evitara, en lo posible, la peroxidacion lipidica de las
membranas y que se prolongaba por espacio de 4 dias después de la reperfusion.

1.5.6 La lesion intestinal derivada de la accion de los radicales libres

La mucosa intestinal, especialmente la del intestino delgado, es particularmente
sensible a las lesiones producidas por la falta de oxigeno,'™ pero es durante la
revascularizacion cuando se producen los mayores dafios sobre 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 que forman las membranas celulares, formandose endoperdxidos
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 formacidén de MDA.
Este proceso denominado peroxidacion lipidica provoca serias alteraciones en la
estructura de las membranas celulares y en la funcionalidad de las células afectadas.

La destruccion de la membrana se inicia, principalmente, con la reintroduccion
de oxigeno en el medio, siendo suficientes tan solo 10 minutos de isquemia para que
todos estos procesos se disparen. Pero este tipo de reacciones no solo ocurren en
procesos patologicos de isquemia - reperfusion (I/R), sino que, como se ha podido
comprobar recientemente, numerosas enfermedades cursan con cuadros de peroxidacién
de las membranas, afectando a la practica totalidad de los érganos y sistemas, con
consecuencia a veces fatales para los individuos.

Han sido publicadas lesiones en la mucosa digestiva, tanto en humanos como en
modelos ex?erirnentales, causados por shock hemorragicos e isquemias regionales
intestinales.”' La lesion de la mucosa intestinal dependera a la vez de la duracién e
intensidad de la agresion isquémica.’’ Han sido observados pequefios cambios
estructurales y funcionales en la mucosa intestinal, en periodos de 5-15 min de oclusién de
la AMC y lesiones mas severas cuando el tiempo de la isquemia aumentaba. Estudios
ultraestructurales en ileon de perro, sugieren que el dafio en la mucosa, ocurre después de
10 min de clampaje arterial, pero estos cambios son intracelulares, localizindose en el
reticulo endoplasmico (RE)."? La lesién de la mucosa no estd asociada con
empeoramiento funcional de la misma, hasta los 30 min de oclusién mesentérica. A los 30
min de isquemnia de la AMC | el espacio intracelular est4 incrementado y las células
epiteliales estan desintegradas de la membrana basal, con un maximo dafio en las puntas de
la vellosidades. A las 2 horas 0 mas de isquemia de la AMC, se produce frecuentemente
una separacion del epitelio de revestimiento superficial vellositario, denudacion completa
de las vellosidades y desintegracién de la lamina propia.'>

La permeabilidad de la mucosa intestinal medida por el aclaramiento de la d-
tubocuranina (PM= 682) y I'*.albimina (PM= 68.000), indica, que dicha permeabilidad
aurmnenta significativamente después de 1-2 horas de oclusion de la AMC, segin Grogaard
etaly Kingham er /. '** El aumento de la permeabilidad de la mucosa al producirse la
reperfusion va acompafiada de una intensificacién de la filtracién capilar, edema
intersticial y una importante pérdida de agua y electrolitos en la luz intestinal.

Los cambios estructurales y funcionales en la mucosa intestinal, producidos por
una oclusion parcial (reduccion de la presion de la AMC a 30 mm Hg), son comparables a
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los causados por una oclusion completa de la AMC, pero, es necesario aumentar ¢l tiempo
de isquemia en el modelo de oclusién parcial de la AMC, para producir idéntico dafio en
dicha mucosa intestinal, que en la isquemia completa de la AMC. Por ejemplo, son
necesarias cuatro horas de oclusion parcial, para producir ¢l mismo dafio en la mucosa
intestinal, que con una hora de isquemia de la AMC.*

Han sido propuestos algunos mecanismos para explicar las lesiones de la mucosa
intestinal, que se encuentra sometida a un proceso de isquemia-repermeabilizacion.
Entre ellos estan incluidos: hipoxia, activacion de las proteasas intracelulares, acidosis,
endotoxinas, histamina, activacion de la tripsina intraluminal y coagulaciéon
intravascular. De todos ellos, la hipoxia es considerada como el factor mas relevante en
la lesién de 1a mucosa intestinal, durante la isquemia-reperme:abilizacic’)n.152

Lundgren y Haglund en 1978" propusieron la teoria del gradiente de O,, como
hipotesis para explicar la marcada susceptibilidad de las vellosidades intestinales ante la
isquemia. Seguin ésta teoria, la parte alta de las vellosidades llegan a estar virtualmente
anoxicas en situaciones de isquemia intestinal, en cambio el flujo de la mucosa se
mantiene, debido a los shunt que se establecen entre las arteriolas y vénulas en las bases de
las vellosidades. Esta teoria es mantenida por la observacion experimental encontrada en
un estudio de mucosa intestinal de gato, donde se aprecid una lesion severa en la punta de
las vellosidades, ante un cuadro de hipoperfusion intestinal y una atenuacion de dichas
lesiones, cuando la luz intestinal ademas, se sometia a una perfusién con suero salino
oxigenado.”

Entre la teoria del gradiente de oxigeno y la de los radicales libres, existe una
marcada diferencia, que viene expresada por el momento de la lesion. Mientras que con la
primera teoria, la lesion se produce durante la hipoxia, con la segunda, la lesion se
desarrolla durante la repermeabilizacion. En realidad, los defensores de la teoria de
gradiente de oxigeno han obtenido las muestras histologicas después de la reperfusion,
para valorar la lesién de los tejidos intestinales, con lo cual ellos suponian que la lesion
ocurria durante el periodo isquémico.” Debido a que es importante conocer el momento en
que aparecen las lesiones de la mucosa intestinal durante la isquemia-reperfusion, Granger
et al ' usando técnicas morfométricas, analizaron muestras histolégicas de mucosa en
intestino delgado obtenidas antes, durante y después de la isquemia intestinal, tras la
provocacion de 3 horas de oclusién parcial de la AMC.

La altura de las vellosidades, profundidad de las criptas y grosor de la mucosa,
fueron medidas con un micrémetro ocular, después de una correcta orientacion de las
vellosidades, para la valoracion morfoldgica de la lesidon de la mucosa intestinal. Cada
vellosidad de cada muestra era valorada individualmente segun, el criterio anteriormente
mencionado. Granger et al,”? basados en éste anilisis, pudieron demostrar lesiones
significativas (p < 0.05) de la mucosa intestinal producidas en las biopsias obtenidas
durante la repermeabilizacion, con respecto a las muestras control (antes de la isquemia).
Estos resultados eran coincidentes con los publicados por Schoenberg et al

Las lesiones de la mucosa intestinal producidas durante la isquemia-
repermeabilizacion de la AMC, no indican necesariamente que los RL sean los
responsables del desarrollo de dichas lesiones. Para valorar el papel que los RLO juegan en
las lesiones intestinales, durante la isquemia-repermeabilizacién, Parks y Granger,
estudiaron mediante un analisis morfométrico, las preparaciones intestinales de las biopsias
obtenidas después de la repermeabilizacion, en animales que habian sido tratados con SOD
previamente a la isquemia, a dosis de 15.000 Ulkg de peso.”’ Parks v Granger
comprobaron que los animales tratados con SOD, mantenian la altura de las vellosidades y
se producia una reduccién significativa, segin los autores, de la necrosis epitelial y de la
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inflamacién de la punta de las vellosidades, con respecto a los animales no tratados. Este
efecto protector de la SOD del intestino, durante la fase 1squemia-repermeabilizacion,
también fue observado por otros mvestigadores usando diversos modelos
experimentales,lsé‘ 137 con lo cual, dichos autores apoyaban la teoria de que los RLO
Juegan un papel importante en las lesiones de la mucosa intestinal durante la isquemia-
repermeabilizacion.

Para valorar si la xantina oxidasa es la fuente de los RLO producidos durante el
proceso de isquemia-repermeabilizacién intestinal, Parks et o/'® estudiaron por
morfometia las biopsias obtenidas de la mucosa intestinal de gato, después de la
repermeabilizacion mesentérica y tras haber sufrido los animales previamente una
isquemia de 3 horas; un grupo de gatos fue tratado con alopurinol (inhibidor competitivo
de la xantina-oxidasa) y otro grupo tratado con un inhibidor de la tripsina (previene la
conversion de xantina deshidrogenasa en oxidasa). Parks et a/ encontraron que la mucosa
intestinal de aquellos animales que habian sido tratados con alopurino! (ALLO) y con
inhibidor de la tripsina (ITS), mantenia la altura de las vellosidades y se producia una
significativa reduccidn, segtin los autores, de la necrosis epitelial, producidos durante la
isquemia-repermeabilizacin del intestino. Estos hallazgos mantenian la hipétesis de que la
Xantina oxidasa era fuente de RLO en el intestino 1squémico.

Mientras que los estudios morfologicos de la mucosa intestinal bajo el tratamiento
de la SOD, ALLO y el ITS demostraban un efecto claramente protector para la integridad
de la mucosa intestinal, sin embargo no quedaba aclarado, el grado de afectacién funcional
de dicha mucosa. Para comprobar si la SOD y el ITS mejoraba la absorcién intestinal en
mucosas sometidas a 3 horas de isquemia, se midieron los flujos netos de agua a través de
la mucosa intestinal en los siguientes grupos de animales que se sometieron a 3 horas de
isquemnia: un grupo control, a los 150 min de isquemia, durante la repermeabilizacién, y en
otros dos grupos tratados durante la fase isquémica con SOD e ITS. La capacidad de
absorcion intestinal de agua estaba significativamente reducida, segin los autores, para los
grupos de animales no tratados y los tratados, con respecto al grupo control,
presumiblemente debido a la baja disponibilidad del O, provocado por la isquemia. Sin
embargo el grupo de animales a los que se midié el flujo de agua a través de la mucosa
durante la fase de repermeabilizacion y no tratados, se comprobd que el intestino, no solo
no tenia capacidad de absorber agua, sino que habia pérdida de la misma en la luz
intestinal, posiblemente como resultado de la exudacién de liquido al intersticio a través de
la mucosa desestructurada.'*® Los grupos de animales que habfan sido tratados durante la
fase de isquemia con SOD e ITS, no sufrieron perdida de agua en hacia la luz intestinal y
aunque la capacidad de absorcion de agua se vio disminuida con respecto al grupo control,
si se comprobé un aumento significativo (p < 0.05) de dicha capacidad de absorcién con
respecto al %rrupo estudiado en la fase de repermeabilizacidn sin ningin tipo de
tratamiento,** lo cual permitia suponer, segiin los autores, que los productos usados en el
tratamiento, SOD e ITS, permiten conservar una funcionalidad significativa en la mucosa
intestinal. Aunque los RLO parecen ser los mediadores primarios de las lesiones en la
mucosa intestinal producidas por 3 horas de oclusion parcial de la AMC, en cambio hay
evidencias de que dichos radicales juegan un papel menor en el dafio tisular provocado por
la oclusién total arterial,'*? Ast, la SOD no modifico los cambios estructurales que se
habian g)rovocado en la mucosa intestinal por una oclusién arterial de 4 horas en los
gatos,'® tampoco la incidencia de necrosis transmural a las 8 y 12 horas de oclusién
arterial en las ratas, ni modificé el aumento de la permeabilidad intestinal producido por 1
hora de oclusién arterial en los petros, >’

La evidencia indirecta que apoya el importante papel que juegan los RLO en la
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lesion de la mucosa intestinal, fue comprobado por Grogaard et a/ 153 al observar que la

perfusion intraluminal de hipoxantina-xantina oxidasa (complejo generador de O;).
aumenta la permeabilidad de la mucosa intestinal para la albumina, a un nivel comparable
al que se produce por una oclusion parcial de la AMC durante 2 horas.”’

El aumento de permeabilidad producida en la mucosa intestinal como consecuencia
de la inyeccion intraarterial de una solucion de hipoxantina-xantina oxidasa, es prevenida
por la administracién de la SOD." Los cambios morfologicos producidos por la isquemia
intestinal son semejantes a los observados por la radiaciones.'®'

!
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Fig 2: Consecuencias microvasculares de la activacién del neutréfilo'® (Hickman P.
MecCollum PT, Belch JF; modificada)

1.5.7 Papel del neutréfilo

Los polinucleares neutréfilos que penetran en un tejido que acaba de ser
repermeabilizado, son activados, dando lugar a la sintesis de metabolitos del oxigeno y de
enzimas proteoliticos e incrementando su capacidad de adherencia a los endotelios
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vasculares.””' Los mecanismos de producciéon del dafio vascular inducido por los

neutrdfilos son obstruccion fisica, liberacion de substancias toxicas e interaccion con otros
componentes de la sangre.'® Los neutréfilos influyen en la circulacién microvascular de
tres diferentes maneras: (Fig. 2)
»  obstruccion del flujo sanguineo de los capilares
. adhesion al endotelio de las arteriolas precapilares y vénulas postcapilares y
dafio a este endotelio a través de la y los radicales libres
+ formacién de microagregados que pueden dar lugar a microémbolos los cuales
pueden manifestar su accion en 6rganos remotos

Los neutréfilos pueden colonizar dos lugares: el esfinter precapilar y la vénula
postcapilar. Si los neutrofilos activados se hacen rigidos, los capilares quedan taponados
durante la reperfusion y se acentia la lesién anoxica.'®® Sin embargo la mayoria de los
neutrdfilos se fijan en el endotelio de la vénula postcapilar, provocando la liberacién de
enzimas proteoliticos como la elastasa'® y productos de oxidacién generados por los
propios neutréfilos, como el CIOH y H»O,. Las consecuencias son la desestructuracion de
las proteinas esenciales de la matriz estructural, como la elastina, que conducira al aumento
de la permeabilidad microvascular.

La presencia de los neutrdfilos en el compartimento vascular es importante, pero
se cree que es necesario que se produzca adherencia endotelial de los neutréfilos, para
que se genere lesidon microvascular. Esta hipotesis se vio apoyada cuando la lesion
intestinal provocada por el sindrome de isquemia repermeabilizacion en los animales, se
evitd tratando a aquellos con un anticuerpo monoctonal dirigido contra la glucoproteina
con capacidad adherente de los neutréfilos, el llamado complejo CDI18.'" Este
anticuerpo impedia la acumulacién de neutrofilos en la mucosa intestinal durante la
reperfusion, al bloquear el proceso de adherencia de los neutrofilos al endotelio
vascular. Hay trabajos que también han comprobado la importancia del CD 18, al
detectarse una reduccion de la lesion y del aflujo de neutrédfilos en organos como el
?grazén y pulmones, tras la reperfusion subsiguiente a la isquemia de estos 6rganos.'**

También se ha demostrado que el receptor del endotelio para el CD 18, la
molécula-1 de adherencia intercelular (ICAM-1 CD 54), interviene en la lesién de la
reperfusion, ya que un anticuerpo que neutralice éste antigeno reduce el tamafio del
infarto de miocardio, del mismo modo que lo hace el CD18.'®®
La adhesién de los neutrdfilos en el endotelio es lo que desencadena la liberacion de H,O,
y proteasas en el medio extracelular.'®® Estos pareados, CD18/ICAM-1, son los tnicos
determinantes antagénicos de la adherencia endotelial de los neutréfilos, para los que se ha
demostrado un papel en el proceso de lesién por isquemia-reperfusion.

Cuando los conejos sometidos a un estado de shock hipovolémico experimental,
fueron tratados con un anticuerpo monoclonal CD 18, se redujo la mortalidad y también
las necesidades en la reposicion de liquidos durante y después del periodo de reanimacién.
Este dato ponia de manifiesto indirectamente, que la activacion de los neutréfilos
contribuye poderosamente al aumento de la permeabilidad.'™

Se sabe que las plaquetas se agregan en respuesta a la accion del tromboxano vy que
podrian intensificar la lesién de isquemia-reperfusion, por los agregados
microvasculares,”' sin embargo se piensa que las plaquetas no intervienen directamente
por varias razones: en primer lugar, no se acumulan en el tejido isquémico durante la
repermeabilizacién, como se ha demostrado con la microscopia intravital del muscuio
esquelético’”' y con el empleo de plaquetas marcadas con *'I como trazador,'” lo cual
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contrasta con la presencia uniforme de neutrdfilos. En segundo lugar, las plaquetas nc
poseen antigeno CD 18; por tanto, la proteccion aportada al tejido repermeabilizado por los
anticuerpos CD 18 no puede explicarse por un efecto sobre las plaquetas. Por tdltimo.
aunque se sabe que las plaquetas estimuladas son fuente importante de tromboxano, es mas
probable que sean los neutrofilos las células responsables de la generacion de tromboxano
en la reperfusion de la isquemia, ya que una depleccién previa de neutrdfilos inhibe casi
por completo el aumento de tromboxano sin afectar el recuento de plaquetas.'™

Una consecuencia remota de la isquemnia-reperfusion inducida por los neutréfilos,
es la produccién de edema pulmonar no cardiogénico, como manifestacion inicial del
sindrome de distrés respiratorio del adulto. Este cuadro es consecutivo a un trastomo de la
permeabilidad para las proteinas de la microcirculacion de los pulmones.'’ Se supone que
cuanto mayor sea la masa de tejido isquémico v més prolongada Ia isquemia, mas probable
serd que se produzea la lesién pulmonar a distancia. Los trabajos experimentales sugieren
que la lesion pulmonar es producida también por el secuestro de neutréfilos activados
dentro de la microcirculacién pulmonar, por que la depleccion de neutrédfilos 6 el empleo
de inhibidores de Ia activacién de los neutréfilos previenen el edema pulmonar.’* No se
sabe el mecanismo por el cual los neutréfilos se acumulan en los pulmones para causar una
lesion, después de una isquemia en miembros inferiores. Es probable que intervengan
mediadores como las citoquinas, que en situaciones experimentales estimulan la
adherencia de los neutréfilos al endotelio pulmonar.'” Las citoquinas también activan el
endotelio para hacerlo adherente para los neutréfilos.'’®

1.5.8  Radicales libres en otros procesos de isquemia reperfusion

En intervenciones quirtrgicas de aorta abdominal, se producen alteraciones
significativas del metabolismo anaerobio con peroxidacién lipidica producida durante el
clampaje adrtico y de forma diferida tras el desclampaje. La reperfusion, tras periodos de
clampaje superiores a los 30 minutos, constituye un ejemplo adecuado para la valoracién
del sindrome de reperfusion mediado por radicales libres del oxigeno.'”

La extraccion de un organo del donante, la conservacién durante un tiempo mas o
menos prolongado y su posterior trasplante, son etapas de un proceso que se podria
considerar equiparable a los de isquemia-repermeabilizacién.'”® Por lo cual el fracaso
funcional de un érgano después del trasplante en parte esta relacionado con el dafio tisular
causado por los RL generados durante la revascularizacion.'”

Los RL también intervienen en la reperfusion que sigue a la cardioplejia,

habiéndose demostrado que afiadiendo neutralizadores de los RL a la solucién
cardiopléjica mejora la recuperacion miocardica'®?
Durante estos procesos de isquemia, la xantina-deshidrogenasa (XD) se convierte a
xantina-oxidasa (XO), dependiendo la velocidad de esta reaccién del propio drgano v de
factores exdgenos como la hipotermia, que disminuye la velocidad de este proceso.'™
También la isquemia provoca disminucion de SOD, glutation y alfatocoferol, lo cual
favoreceria la posterior peroxidacion lipidica por los RL generados durante la
revascularizacion. Por lo tanto la isquemia produce descenso de los sistemas de
detoxificacidn celular, haciendo al drgano més sensible a los RL'®

La supervivencia de higado a la isquemia se ha demostrado que esta relacionada
con el grado de alteracién de la funcién mitocondrial y de la resintesis de ATP.'**

Cuando se administra CD 10 y alfatocoferol, que son potentes antioxidantes,
actan impidiendo alteraciones mitocondriales, pero son solo eficaces cuando se
administran antes de la reperfusién, lo cual apoya la hipétesis de que impiden la aparicién
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de fenémenos de peroxidacion lipidica, que tienen lugar en la revascularizacién y son
causados por los RL.!*

Segun estos hallazgos, aunque falta mucho por conocer, parece que sera posible
prolongar las situaciones isquémicas controlando aspectos del metabolismo de los RL en
los 6rganos destinados al trasplante.'”

También existe relacién entre los RL y el shock, durante el cual tiene lugar una
caida de los niveles de ATP sobre todo en pancreas, intestino e higado,'™ lo que
condiciona un aumento de la hipoxantina en plasma,'” lo cual genera los RL, que
acabarian produciendo trastornos de la permeabilidad capilar.'”

En el shock séptico se ha comprobado gran aumento de productos procedentes de
la peroxidaciéon lipidica (eicosanoides)’®® cuya sintesis puede ser inhibida por
antiinflamatorios no esteroideos, consiguiendo mejorias en la supervivencia.

Es conocido que en un primer estadio de la cicatrizacién, existe una notable
disminucion de la resistencia de los tejidos adyacentes a la herida, circunstancia debida a
fenémenos de colagenélisis local,'*® posiblemente mediados por RL, ya que puede ser
inhibida por la administracién de neutralizadores de los mismos.'®’ Segin Shandall, los RL
serian producidos por los neutréfilos,'® que se disponen en los margenes de la herida. La
adecuada infiltracion de leucocitos es fundamental para que se realice la actividad
fagocitaria (mediante la produccion de RL) y con ello la cicatrizacion. Pero un exceso de
leucocitos puede tener efectos nocivos, ya que la producciéon aumentada de RL puede
inducir fendmenos exagerados de colagendlisis local en los méargenes de la herida, hecho
que es muy importante p.e. en las anastomosis intestinales, ya que su integridad depende
de' los primeros dias del postoperatorio. Cuando disminuya la resistencia de los tejidos
donde anclan las suturas se puede producir la dehiscencia de las mismas.!'®

1.5.9  Neutralizacién del dafio producido por la isquemia-reperfusion

En condiciones fisiologicas normales, a pesar de originarse radicales libres en
pequeiia cantidad, no se producen lesiones de los 6rganos vivos, debido a que las células
estan provistas de mecanismos de neutralizacion. Los mas conocidos son la superoxido-
dismutasa (SOD), peroxidasas y catalasas.'®®

Desde que en 1980 se demostro la implicacién de los RL en los procesos de I/R,
y el caracter lesivo de éstos, se han realizado numerosos estudios dirigidos a la
utilizacidon 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 que 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,50 o mcluso sobredietas de elementos traza como el selenio.

Los mecanismos que inhiben los dafios causados por la isquemia-reperfusion son
numerosos, lo cual ha sido aprovechado para utilizar varias substancias con fines

terapeuticos. Estos agentes actian de varias maneras, como se resumen en la tabla
siguiente:!®!
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SUBSTANCIA MODO DE ACCION
Secuestradores de radicales libres
Catala:fsa.* p Secuestradores de radical superoxido y peroxido de
Superdxido dismutasa * S
hidrégeno
Nafazatron
' Manitol
gﬁ:ﬁi?ﬁﬁ;&i do 1 Secuestradores de radicales hidroxilo
Mercaptopropionil glicina
Histidina * Secuestradores oxigeno singlete
Inhibidores de ia produccién de radicales libres
Alopurinol Inhibidor de la xantino oxidasa
: Desferrioxamina Agente quelante del hierro
Inhibidores de neutrdfilos
Adenosina * Modula la generacioén de anidén superoxido

Factor B3 de crecimiento *

Anticuerpos monoclonales complejos CD-CD18

Inhiben la adhesibilidad del neutréfilo

Antiproteasas

Inhiben la actividad protedsica del neutréfilo

Compuestos perfluorados

Suprimen la quimiotaxis del neuwdfilo y la
degranulacidn de los lisozimas

Antioxidantes
Vitamnina E (« tocoferol) *
Propanolol
Blogueadores de los canales de caicio Interrumpen la peroxidacion
Captopril
Nafazatrom

Hipotermia

Hipotermia | Reduce el metabolismo

* Mecanismo enddgeno

Los antioxidantes mas utilizados, haciendo especial referencia a la superdxide

dismutasa, son los siguientes
Antioxidantes no enzimdticos

Las oxidaciones biologicas son reacciones de transferencia de electrones y dentro
del complejo sistema del transporte de electrones nos encontramos con las siguientes

sustancias:

Tocoferoles (Vitamina E)

La vitamina E se encuentra en la alimentacién en forma de ésteres de tocoferol, que

se hidrolizan en el intestino delgado y se absorbe igual que las demas vitaminas
liposolubles, a nivel de la mucosa intestinal en presencia de sales biliares. En los recién
nacidos la concentracién en sangre es de tres a cinco veces inferior a los niveles
maternos, lo cual ha invocado a pensar en que la aparicién de la fibroplastia retrolental
sobreviene a la carencia de tocoferoles en los prematuros por los efectos toxicos del
OXigeno en un ser con mecanismos antioxidantes incc-rnpletos.192

La vitamina E participa en la sintesis del hemo, que forma parte del grupo
prostético de la catalasa, enzima antioxidante (secuestrador de hidroxiperéxidos). Se
sabe que las dietas ricas en acidos grasos poliinsaturados producen deficiencias en
vitamina E, por lo cual es probable que los acidos grasos poliinsaturados produzcan
efectos perjudiciales sobre el equilibrio oxidacion-antioxidacién, al provocar un
aumento de RL en la cascada perioxidativa lipidica y secundaria disminucién de
secuestradores, tales como la catalasa y la vitamina E. Asi pues, la oxidacion de los
acidos grasos poliinsaturados determina un aumento de las necesidades de catalasa y de
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vitamina E, con el fin de recuperar el estado de equilibrio.

En diferentes especies animales (conejo, rata y cobaya) con la carencia de vitamina
E se aprecia una degeneracion hialina de las fibras musculares, con trastomos
clectrocardiograficos y apariencia de muerte subita.'” Por lo tanto la accién
antioxidante de la vitamina E impide que otras sustancias se unan al oxigeno. Una
funcion demostrada es la de impedir 6 retrasar la peroxidacién de los 4cidos grasos
poliinsaturados. Existen datos de que la grasa corporal procedente de animales
alimentados con dietas carenciales de vitamina E, se enrancian por la accién del
oxigeno atmosférico mas deprisa, que la de animales alimentados con dietas ricas en
vitamina E.'”?

En los animales de exgerimentaci(’)n, la carencia de vitamina E da lugar a:

- distrofia muscular'™

*  anemia por mecanismo hemolitico (aumento de la fragilidad osmética)'*®

- alteraciones en el metabolismo de la creatinina'*®

- aumento de la permeabilidad de las membranas lisosomales, facilitando la

liberacion de las enzimas'®’

uinonas

Constituyen un mecanismo transportador de electrones y tienen una estructura
quimica similar a la de los tocoferoles, exactamente a la del tocotrienol. Las
ubiquinonas pueden ser altemativamente oxidadas o reducidas, gracias a la
interconversién de quinonas en hidroquinonas. Hay que sefialar que su sintesis se
‘produce a partir de la tirosina con el concurso de las vitaminas C, Bs, By, acido
pantoténico y 4cido folico. La vitamina E, puede evitar la oxidacion de las ubiquinonas,
pero en el caso de haberse producido tal oxidacién por la ausencia de vitamina E, no
basta con aportarla, sino que hay que promover la sintesis de nuevas ubiquinonas.

Ceruloplasming

Es una proteina que tiene cobre (Cu) y que aparece en la fraccién de las alfa-2-
globulinas en el plasma de los vertebrados. La ceruloplasmina se puede considerar el
mas potente antioxidante sérico, realizando acciones preventivas ante los &cidos
polienolicos oxidados.'*® Es un secuestrador de radicales superoxido.'

La ceruloplasmina representa el punto final de encuentro entre la bioquimica del
hierro y la del cobre de las células aerobias. Freiden®® llamé Ia atencién sobre los iones
metalicos para la evolucién de las células aerobias y para las metaloproteinas
desarrolladas para proteger a las células de los productos téxicos del oxigeno, como
son, el ion superoxido, el oxigeno singlete v el perdxido de hidrogeno. Este es el motivo
de la amplia distribucién de la SOD que contienen cobre o zinc y de las enzimas con
grupo hemo como las catalasas y las peroxidasas. A medida que los organismos se van
haciendo complejos, la maquinaria celular utiliza el hierro y ¢l cobre para producir
proteinas transportadoras de oxigeno como son: hemoglobinas, hemotrinas y
hemocianinas. Tal adaptacién implica la elaboracion de proteinas de transporte
exclusivas para el hierro y el cobre (transferrina, ferritina y ceruloplasmina).

La ceruloplasmina tiene un doble papel en la prevencién de las oxidaciones en el

plasma sanguineo:

- Previene la formacién de RLO que pueden ser generados por oxidacién no
enzimética de complejos ferrosos a férricos. >’

- Inhibe significativamente la peroxidacién lipidica. Stocks en 1974,22 indicé que la
principal proteina sérica con actividad antioxidante, se encontraba en la fraccién
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alfa-2-globulina.

- La ceruloplasmina es un secuestrador de radicales superoxido,'™ por un sistema de
funcionamiento similar al de la SOD, aunque la actividad de la ceruloplasmina
frente a los (O,") es menos de 3000 veces, que la obtenida para las SOD, pero la
accion eliminadora de la ceruloplasmina sobre el perdxido de hidrogeno (H,0,) es
el doble que el de las SOD.

Carotenos
Los carorengs, precursores de la vitamina A, poseen capacidac}nantioxidante, asf
.y . . . .y T 2
como proteccion contra los RL inducidos en la peroxidacion lipidica.

Antioxidantes enzimdticos:
Catalasas
Son hemoproteinas que transforman el peréxido de hidrégeno en agua y se
localizan sobre todo en los peroxisomas.”®*

2 H; O, (catalasa) — 2 H, O + O,

Ono midioé la actividad de la catalasa en muchos hepatomas y en todos ellos
encontré que estaba disminuida y que, ademds, la actividad de la catalasa estaba
inversamente correlacionada con el crecimiento tumoral 2* Wickramsinghe et a/ en
1970,%% observaron que la actividad de la catalasa era cuatro veces superior en los
‘tejidos normales que en los tumorales.

Glutation peroxidasa (GSH)

Es una macromolécula cuyo peso molecular se sitfia en torno a 85.000. Mills en
1957, hablé de la glutation peroxidasa como una enzima eritrocitaria que protegia a la
hemoglobina de su ruptura oxidativa.®®’ La glutation peroxidasa es altamente especifica
para el glutation, pero reacciona también con muchas hidroperoxidasas. El sistema de la
glutation peroxidasa puede ser colapsado bruscamente cuando la formacion de
hidroperéxidos sobrepasa el indice de regeneracién de la glutation peroxidasa. Por ello
(ante el exceso de hidroperoxidasas) pueden ser explicadas alteraciones de Ia glutation
peroxidasa y de la via metabélica de la pentosa, "pentosa-fosfato”.

Las funciones establecidas para la glutation peroxidasa son varias. Los hematies
humanos deficientes en glutation peroxidasa son muy susceptibles a los cambios que
sobre ellos inducen los productos oxidantes. La deficiencia de glutation peroxidasa da
como resultado, una condicién clinica similar al favismo (deficiencia de la glucosa 6-P-
deshidrogenasa). En las ratas con dietas deficitarias en selenio, en las que por lo tanto
hay una reduccion de la actividad de la glutation peroxidasa, hay tendencia a la
hemotisis producida por hidroperéxidos. De dichas observaciones se puede deducir, que
la glutation peroxidasa contribuye a preservar la integridad de la membrana de los
eritrocitos. La glutation peroxidasa es responsable de la eliminacién de H,O, e
hidroperéxidos de los lugares con bajos contenidos en catalasa o sin catalasa.’® La
glutation peroxidasa se encuentra en el citosol y en la matriz mitocondrial, mientras que
la catalasa abunda, mas en los microsomas, peroxisornas y nucleos, lugares, donde la
glutation peroxidasa es dificil de encontrar. La GSH est4 involucrada en varios Procesos
metabolicos, como son: eliminacion (secuestro) de H,O, de compartimentos bajos en
catalasa, mutagénesis inducida por hidroperoxidasas, proteccion de los 4acidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares, biosintesis de prostaglandinas, regulacion
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de la sintesis de prostaciclina.””

Mills descubrio la glutation H,O, oxido-reductasa, que es capaz de reducir varios
hidroperdxidos a aleoholes. Entre los hidroperoxidos que acepta como substratos para
su accién estan: perdxido de hidrégeno (H,O;), etil hidroperéxido, T-butil-
hidroperoxido, hldrogeromdos de 4cidos grasos poliinsaturados, de acidos nucleicos, de
la prostaglandina G,

Superoxido dismutasa (SOD)

Descubierta en 1968 por McCord y Fridovich, los cuales observaron que una
enzima presente en los hematies, era capaz de catalizar al ion superdxido y por esta
capacidad se la denominé superdxido dismutasa.

En 1970, se encontrd que esta substancia contenia una molécula con cobre y zinc
en la misma relacion estequiométrica.

La SOD es una metaloproteina en cuya estructura se encuentra un grupo metalico unido
a cuatro residuos de histidina. Actualmente se engloba a la SOD en tres familias
dependiendo del grupo metalico que lleve en su estructura: 123

«  Cuw/Zn-SOD
Mn-SOD
- Fe-SOD

 se encuentra en los c¢itoplasmas celulares de los organismos eucariotas.
Tiene un peso ‘molecular aproximado de 32 kD y estd formada por dos subunidades
"proteicas, cada una de las cuales presenta un centro activo que contiene un ion de cobre
y otro de zinc.””® Cada subunidad, esta compuesta por 8 cadenas antiparalelas de 151
aminodcidos cada una, dispuestas en una estructura formando un cilindro con tres
bucles exteriores. El ion cobre del centro activo, se une a la molécula a través de cuatro
residuos de histidina (44, 46, 61 y 118), mientras que el dtomo de Zn interacciona con el
de Cu a través de 1a histidina 61 y se une a la molécula a través del carboxi terminal de
las histidinas 69 y 78 y del grupo aspartato 81.

Durante la reaccion de dismutacion, el Cu realiza una reaccion reversible de
oxidacion y reduccién, eliminando de este modo los radicales superoxido y
transforméndolos en O, y H,0,. El Zn no participa en la reaccidn del ciclo catalitico,
pareciendo que su presencia es imprescindible para estabilizar la estructura de la
molécula.

La Cuw/Zn-SOD esta presente en la mayoria de los tejidos, abundando en el
mterior de las células. A nivel extracelular, se la conoce como EC-SOD y adopta la
forma de una glicoproteina tetramérica hidrofébica, con un peso molecular de 135 KD
y aunque su funcidn no estd clara, parece que actila como agente antioxidante en los
espacios extracelulares.

Los valores medios de la enzima en los tejidos varian sensiblemente segun el
sexo. En el duodeno, se ha comprobado que los niveles de Cu/Zn-SOD para hombres
son de 471 UI/mg de proteina, mientras que en las mujeres, este valor se reduce a 311
Ul/mg. Tampoco existe una relacion entre los niveles de SOD extra e intracelular. En
hombres la EC-SOD alcanza unos valores medios de 14 Ul/mg de proteina v en
mujeres estos valores son de 18 Ul/mg. *'°

La Mn-SOD se encuentra sobre todo en las mitocondrias. Tiene un peso molecular entre

32 y 40 KD y cataliza la misma reaccion que la Cuw/Zn-SOD, aunque disminuye su
actividad a pH elevados por enzima de 7. Su concentracion en duodeno, varia
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sensiblemente entre sexos, siendo de 16,6 Ul/mg de proteina en hombres y de 11,1
Ul/mg en mujeres.

La Fe-SOD se encuentra fundamentalmente en las bacterias aerobias. Contiene
generalmente dos subunidades proteicas, presentando uno o dos cationes por molécula.
El Fe dentro de la enzima se presenta en estado férrico y al oxidarse en presencia del
anion superoxido pasa a anién ferroso. Al igual que la Mn-SOD, presenta una
considerable disminucién de la actividad cuando se 1a expone a pH elevados

La SOD es la enzima mas importante de los sistemas de detoxificacién. Se halla
ampliamente distribuida en todas las células de la economia y transforma dos moléculas
de radical superdxido (O,7) en perdxido de hidrégeno.

O, "+ 0; "+ 2H (SOD) — H, 0, + O,

La reaccion de dismutacién que provocan es muy rapida, con reacciones de
2.10° moles por segundo. La enzima tiene un punto isoeléctrico entre 4,6 y 6,8 con una
carga neta negativa la cual, aunque deberia actuar como una barrera electrostatica para
la entrada de aniones superdxido, en realidad acelera enormemente la reaccion de
catalisis. Estudios cristalograficos demuestran que la estructura de la CwZn-SOD
presenta en la superficie un tinel de entrada cargado positivamente con la existencia de
8 residuos aminoacidicos de tipo lisina, los cuales crean un campo magnético que atrae
'y guia a los aniones superdxido. Lo mas probable, es que estas caracteristicas impidan
una colisién con la enzima, orientando los aniones directamente al centro activo.

La superficie de la enzima presenta un didmetro aproximado de 24A. El didmetro
disminuye progresivamente hasta llegar al centro activo donde es tan solo de 4A. El
tine! de entrada, forma un verdadero acelerador de particulas para los aniones
superdxido, que son guiados hasta impactar con el atomo metalico.

El mecanismo catalitico de la enzima, consiste en la reduccién y reoxidacién del
anion superéxido, el cual es generado durante el metabolismo celular normal y
mantenido en muy bajas concentraciones por la SOD. Estos aniones son reducidos y se
forma una molécula mucho menos reactiva que es el peroxido de hidrégeno, el cual es
rapidamente destruido por la catalasa.'"

En diferentes estudios realizados in vivo se han encontrado diferencias en la
actividad de la SOD entre las células normales y las cancerosas, manifestadas por una
disminucién frecuente de la actividad Cuw/Zn-SOD y constante de la actividad Mn-SOD
en estas Gltimas, disminucion que se ha observado tanto en las células tumorales
espontaneas, como en las células tumorales trasplantadas y en los tumores inducidos
por virus, tanto i vitro como in vivo.2'?

En relacion a la isquemia intestinal, trabajos experimentales®'® demuestran que
en la isquemia mesentérica hay una disminucion significativa de los valores de SOD
producida en la pared intestinal en relacién a la producida en animales no isquémicos.

Este hecho puede justificar el dafio tisular originado por la revascularizacion después de
un tiempo de isquemia.
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2 INTERROGANTES, HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE INVESTIGACION

2.1 Interrogantes

El planteamiento de la investigacion suscitd los siguientes interrogantes:

1. Al provocar una situacién isquémica seguida de repermeabilizacion en el
territorio irrigado por la AMC, ;hay relaciéon entre el tiempo de isquemia
intestinal y la mortalidad en conejos?

2. En esta situacién de isquemia-reperfusion, jaumenta de forma mensurable la
peroxidacion lipidica debida a la produccion de radicales libres de oxigeno?

3. El empleo de una substancia antioxidante como la superéxido dismutasa.
;disminuird la produccion de estos radicales libres?

4. El empleo de superoxido dismutasa, ;aumentard la supervivencia de los
animales en situaciones de isquemia-reperfusion de la AMC?

5. Las lesiones tisulares producidas como consecuencia de la isquemia-reperfusion.
;estan relacionadas con el tiempo de isquemia?

6. (Disminuirian estas lesiones por la accién de substancias antioxidantes como la
superdxido dismutasa?

7. ¢Seria 1til el disefio de esta investigacion como modelo experimental para
posteriores investigaciones?

2.2 Hipotesis

En un intento por responder a las cuestiones planteadas se formularon las
siguientes hipotesis:

2.2.1 Hipotesis conceptual

La isquemia-reperfusion intestinal provoca la peroxidacion lipidica en las
membranas celulares por la produccion de radicales libres, efecto que puede disminuirse
mediante el empleo de substancias antioxidantes.

2.2.2 Hipétesis estadisticas:

A. Hipdtesis nulas:

« Los distintos tiempos de oclusién de la AMC, no influyen en la
mortalidad de los animales.

+ Laisquemia-reperfusion, no afecta a las membranas celulares y por tanto
no hay peroxidacion lipidica derivada de su accion,

- Las substancias antioxidantes como la superdxido dismutasa, no tienen
ninguna accidn sobre la produccién de radicales libres del oxigeno, en
los procesos de isquemia-reperfusion intestinal en conejos.

- La superdxido dismutasa, no incrementa la supervivencia, en los
procesos de isquemia-reperfusion intestinal en conejos.

» Las situaciones de isquemia mesentérica seguidas de repermeabilizacion,
no producen alteraciones histopatoldgicas en el intestino.

» En el caso de que se produjera alguna lesion histopatologica en el
proceso de isquemia reperfusion, la superoxido dismutasa no disminuiria
la intensidad de éstas.
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- El disefio de esta investigacién no tiene utilidad como modelo
experimental para posteriores investigaciones..

B. Hipétesis alternativa
« Rechazo de las hipotesis nulas

2.3 Objetivos

Sobre la base del desarrollo de un modelo experimental de isquemia-reperfusion
en conejos mediante el clampaje de la arteria mesentérica craneal, el presente estudio
tiene como fin rechazar o aceptar las hipdtesis nulas, planteando los siguientes objetivos
fundamentales:

= Demostrar la posible relacion existente entre la mortalidad y el tiempo de
obstruccién de la AMC.

» Comprobar que en los procesos isquémicos seguidos de repermeabilizacion del
territorio intestinal, provocan un incremento de la peroxidacion lipidica de estos
tejidos como consecuencia de la accion de los radicales libres del oxigeno.

« Comprobar si el empleo substancias antioxidantes y en concreto la enzima
superoxido dismutasa es capaz de revertir este efecto sobre la peroxidacion
lipidica.

- Comprobar si el empleo de superoxido dismutasa mejora la supervivencia en
ammales sometidos a isquemia-reperfusion.

» Comprobar el grado de alteraciones morfo-histoldgicas que la isquemia-
reperfusion provoca en la mucosa del intestino delgado.

» Comprobar si la superoxido dismutasa es capaz de disminuir las lesiones
histologicas producidas por la isquemia — reperfusion

+ Comprobar la utilidad del método de produccién de isquemia - reperfusion
intestinal

Se pretende por otra parte verificar si los resultados de este estudio coinciden ¢ no
con los de otros investigadores contribuyendo a aclarar las diferencias encontradas entre
varios de estos modelos experimentales.
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3 DISENO DE LA INVESTIGACION

3.1 Instalaciones, animales y material

3.1.1 Instalaciones

La presente investigacion se desarrollo integramente en el Servicio de Medicina
y Cirugia Experimental del Hospital Militar Central Gomez Ulla, concertado como
hospital universitario de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de
Madrid. Del Servicio de Anatomia Patoldgica de estc hospital se ha recibido el apoyo
necesario para ¢l estudio histopatologico de las piezas anatomicas obtenidas a lo largo
del estudio.

Fig 3: Conejos Nueva Zelanda utilizados en la experiencia. Animalario del
Servicio de Medicina y Cirugia Experimental. Hospital "Gémez Ulla". Madrid.

3.1.2  Animales

Se utilizaron 155 conejos Nueva Zelanda de ambos sexos, procedentes del
animalario del mencionado Servicio de Medicina y Cirugia Experimental, con un peso
medio de 2896 g (¢ = 154; rango 2742-3050 g). En todo momento se observaron las
normas de la directiva 86/609 de la Unién Europea sobre alojamientos y cuidados a los
animales de experimentacién, asi como el Real Decreto 223/1988 sobre Proteccion de
Animales de experimentacion, que transcribe esta directiva al ordenamiento juridico
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. 4,
nacional *'* 2"

Cuidados v alimentacion

Los conejos se alojaron en jaulas individuales de acero inoxidable de 0.64 x 0.47
x 0.36 metros, con iluminacién natural y artificial y temperatura controlada entre 22 °C
y25°C,

La alimentacion empleada durante el ensayo consistio en pienso especial para
conejos (Piensos Hersanca), suministrado en tolvas a libre disposicion de los animales.
El pienso fue controlado para comprobar que su contenido en vitamina. E no superase la
cantidad de 100 mg/100 gr, ya que una cifra superior podria tener un cierto efecto
protector contra la accion de los radicales libres producidos durante la fase de isquemia
- reperfusion.

La ingesta de agua también ad [libitum, se realizd por medio de frascos -
biberones de 500 ml de capacidad acoplados a las jaulas, renovandose el agua
diariamente.

La limpieza de estos recintos se realizd diariamente por el personal encargade
del animalario, manteniéndose dentro de los estandares del servicio de acuerdo con las
buenas practicas de manejo de animales.

3.1.3 Material empleado
Material de anestesia
"= Caja de contencidn de metacrilato en forma de U con un sistema de guillotina
que cierra un orificio por donde se exterioriza la cabeza del animal quedando
inmovilizado y sin riesgo de sufrir lesiones o traumatismos. (fig. 11).
Cateteres Abbocath-T 22G x 19 mm, y jeringuilla de 2 ml para la induccion
anestésica por via intranasal. (fig. 12).
Mascarilla de plastico para acomodarla al hocico del animal y permitir la
administracion de los gases anestésicos durante el tiempo quirurgico (fig. 13).
» Equipo anestésico con respirador volumétrico tipo Boyle® Internacional (Ohio,

E.E.U.U) equipado con toma de gases de oxigeno y protéxido de nitrégeno y
vaporizador para isofluorano.

Medicacion anestésica
+ Premedicacion e induccion: mezcla de ketamina (Ketolar® 50 mg/ml) y xilazina
{Rompun® 20 mg/ml), a partes iguales.
+ Mantenimiento: mezcla de gases oxigeno y Protdoxido de nitrégeno, mas
isofluorano (Forane®) vaporizado.

Material quirurgico
» General: guantes, mascarillas, lenceria, batas, pafios, apdsitos etc., todo ello

convenientemente esterilizado mediante autoclave de vapor de agua u oxido de
etileno.

» Maquina de rasurar (Professional Animal Grooming Model A-S. Oster Divission
of Sunbeam Corp. Milwaukee, Wisconsin), para depilar el abdomen del animal

» Matenal de preparacion y asepsia del campo quirdrgico: tintura antiséptica a
base de povidona yodada (Betadine®).

- Caja estindar de laparotomia: pinzas de diseccién y hemostaticas de diversos
tamarfios y tipos, tijeras de corte y diseccion, separador abdominal, portaagujas
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etc.
Mango de bisturi y hojas desechables Sterilklinge y "BB-520", para ia incision
de la piel del abdomen.

- Electrocoagulador monopolar (modelo Elecktrotom 500 B. Martin. Mode!
System 2000), para corte y hemostasia.

. Recipiente inoxidable estéril de 1/2 litro de capacidad para humedecer
compresas en suero fisiologico.
Gomas Vessel-loop, para el manejo atraumatico de vasos sanguineos.

. Clamp vascular atraumatico (Spring clip Aesculap), para ocluir la AMC (fig.
14).
Pinza de diseccién (Lower-Medicon), que permite controlar la AMC con el
Vessel-loop.

. Materia! de sutura: dexon de 2/0 para cerrar pared abdominal y seda de 2/0 para
cerrar la incision dérmica.

« Reloj de pared con minutero y segundero para controlar el tiempo de isquemia.

Material clinico
Catéter venoso Abbocath-T del n° 24, para canalizar la vena marginal de la oreja
(fig. 16), usado para la infusion endovenosa de superoxido-dismutasa.
Microinyector Meditronica modelo A-99 para administrar soluciones
volumétricas pequefias repartidas en un determinado periodo de tiempo.
» Jeringuillas de 2 ml, acoplables al microinyector y a los cateteres..

*»  Superéxido dismutasa (SOD) de Cu y Zn, marca Sigma, procedente de
eritrocitos de bovino, presentada en viales de 3000 U.L, liofilizada, con un 98%
de proteina y conservada en solucidn de PBS (fosfato potasico).

Material para la necropsia
Eutanasia: Thiopental sddico (tiobarbital 1 gramo)
Material e instrumental quirurgico:
Formaldehido al 10%.
» Recipientes estériles de recogida de muestras de orina (Anaclin®), de
100 ml de volumen, v tubos de ensayo de material pléstico, con tapon &
rosca para guardar ias piezas de necropsia.
. Rotulador indeleble para sefalizar los recipientes de recogida de
muestras y tubos de ensayo.

Etiquetas de papel para pegarlos en los recipientes y tubos de ensayo.
= Mesa de necropsia.

« Tijera curva de mediano tamafio, para cortar tejidos blandos.
Pinzas grandes para la diseccion general del animal.

» Tijeras de Metzenbaum para la apertura del tubo digestivo.
Batea (1 litro de capacidad) con suero fisiolégico para lavar las piezas de
necropsia.
Balanza electrénica Sartorius®, Mod. 1405 MP-8, con una precision de
dos decimales (0.00 gr), para pesar las piezas de necropsia.

Material de laboratorio

Para el estudio de la peroxidacién lipidica en los segmentos intestinales
mediante el test del dcido tiobarbitirico (TBA) se empled el siguiente material:
Cristaleria habitual de laboratorio clinico: pipetas, probetas, matraces...
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Balanza automatica electrénica de precision Mini-Moba®, con precision de mg,
para preparar las muestras de lo segmentos intestinales.

Homogeneizador de vidrio Teen-Broek.

Centrifuga de laboratorio.

Micropipetas de 140 y 33 pl.

Espectrofotémetro con capacidad de lectura en la banda de 535 nm de longitud
de onda.

i
naciiirrarmrn

me ana

Fig 4: Sistema de identificacion por microchip Avid

Reactivos

Acido pirogalico: Pirogalol.- Compuesto quimico que se oxida rapidamente
en presencia de la luz cuando esta diluido.

Acido gélico.- No es imprescindible para el ensayo, aunque al ser
antioxidante del pirogalol es conveniente utilizarlo como patrén para
compararlo con la muestra problema.

Hidréxido sodico (NaOH) 1 N,

Agua destilada a temperatura ambiente.

Hielo en cubitos

Para la realizacion del test del acido tiobarbitirico (TBA) fue necesario realizar las
siguientes soluciones:

Acido fosférico al 1% en agua destilada.

Acido tiobarbiturico (TBA) al 0.6 % en agua destilada.

Butil hidroxi tolueno (BHT) al 0,01 % en etanol.
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Las soluciones de TBA y &cido fosforico se prepararon el dia del ensayo

calentando para facilitar la disolucion.

Material para los estudios histopatologicos

+ Inclusor automatico de parafina Milles Scientific. Tissue - Tek Vip.
- Microtomo Reichert - Jung. Mod 2035 Boicut Leica instruments GMbH.
»  Microscopio optico Nikon optifot HFX-II A.

Camara fotografica para las preparaciones Nikon Optifot FX 35- UA.

Material diverso

3.2

» Balanza semiautomatica Ariso de 0 a 5 Kg para pesar los animales.

+ Sistema electronico de identificaciéon Avid® consistente en microchips de
identificaciéon individual implantados por medio de una jeringuilla especial para
sélidos por via subcutdnea y que pueden en todo momento ser leidos a distancia
mediante dispositivo electrénico.

»  Ordenador personal, para el anélisis de datos con diversos paquetes comerciales
de software para proceso de textos (Microsoft Word), hojas de calculo
(Microsoft Excel), graficos (Microsoft Graph), y estadistica (SPSS).

Método

3.2.1 Series experimentales

Los 155 antmales empleados fueron distribuidos aleatoriamente para el estudio

en las siguientes series:

Estudio de supervivencia en animales sometidos a isquemia - reperfusion mesentérica

Serie I (S). Serie Operacion Simulada (sham operation). Formada por 20 conejos
para el estudio del modelo experimental, fueron sometidos a laparotomia y
diseccion del tronco arterial mesentérico, dejando la cavidad abdominal abierta
durante 120 minutos, aunque sin clampaje de la arteria, procediendo posteriormente
al cierre de la herida operatoria.

Serie 1I(15”). Serie isquémica de 15 minutos. Formada por 20 conejos para el
estudio del modelo experimental de isquemia mesentérica mediante laparotomia y
diseccion del tronco arterial mesentérico, con clampaje durante 15 minutos de la
AMC.

Serie III (30°). Serie isquémica de 30 minutos. Formada por 20 conejos para el
estudio del modelo experimental de isquemia mesentérica mediante laparotomia v
diseccién del tronco arterial mesentérico, con clampaje durante 30 minutos de la
AMC.

Serie TV (60°). Serie isquémica de 60 minutos. Formada por 20 conejos para el
estudio del modelo experimental de isquemia mesentérica mediante laparotomia y
diseccion del tronco arterial mesentérico, con clampaje durante 60 minutos de la
AMC.

Serie V (1207). Serie isquémica de 120 minutos. Formada por 20 conejos para el
estudio del modelo experimental de isquemia mesentérica mediante laparotomia vy

diseccién del tronco arterial mesentérico, con clampaje durante 120 minutos de la
AMC.
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Estudio comparativo de la supervivencia en situacién de isquémica - reperfusion
mesenterica, con y sin infusion de SOD

Serie VI (SOD-1). Formada por 10 animales a los que les fue practicada una
laparotomia media y provocada una isquemia en la regién mesentérica mediante el
clampaje durante 60 minutos de la AMC, seguida de otros 60 minutos de
repermeabilizacién. Inmediatamente antes de la retirada del clamp para permitir la
reperfusién, se administré una primera dosis de 200 U/kg de SOD disuelta en
solucion salina fisioldgica (SS) en la proporcién de 600 U/ml, en bolo intravenoso
(IV), seguida de una segunda inyeccién I'V de igual dosis (200 U/kg), administrada
con un microinyector, durante los primeros diez minutos tras retirar el clamp.

Serie VII (SOD-2). Formada por 10 animales a los que les fue practicada una
laparotomia media y sometidos a 60 minutos de isquemia e igual tiempo de
reperfusion. Justo antes de retirar el clamp que producia la isquemia y durante los
diez minutos inmediatos porteriores, se administraron respectivamente dos dosis de
0,33 mlkg de solucion salina fisiologica, la primera en bolo IV y la segunda
aplicada con microinyector regulado a 10 minutos.

Estudio de la peroxidacion lipidica en segmentos intestinales de animales sometidos a
isquemia-repermeabilizacicn con y sin tratamiento con superdxido dismutasa (test del

 TBA)

Serie VIII (TBA-C). Operaciéon simulada, formada por 5 animales que fueron
anestesiados durante 60 minutos, a los que se practicé una laparotomia sin provocar
isquemnia, se les tomé una muestra de intestino de 5 cm de la porcidn media de
yeyuno, segin la técnica descrita en 3.2.3 (Técnica quirurgica; Extraccion
intraquirirgica de segmentos intestinales), y finalmente fueron eutanasiados
intraoperatoriamente.

Serie IX (TBA-SOD). Serie isquémica, formada por 135 animales a los gue se les
practicé una laparotomia media y provocd una isquemia en la regién mesentérica
por clampaje de la AMC durante 60 minutos, seguida de otros 60 minutos de
repermeabilizacién. Inmediatamente antes de la retirada del clamp para permitir la
reperfusién, se administrd SOD antes y después de la reperfusion, con las mismas
dosis y método que el resefiado en la serie VI. Al final de los 60 minutos de
reperfusion, se les tomé una muestra de 5 cm de la porcién media de yeyuno, con la
técnica descrita en 3.2.3 y finalmente fueron eutanasiados mtraoperatorxamente
Serie X (TBA-SS). Formada por 15 animales sometidos a isquemia en las mismas
condiciones y con el mismo método que la serie IX (60 min [ + 60 min R), excepto

que se substituyd la solucion de SOD en SS por Unicamente SS, en voiumen
equivalente.

Las muestras tisulares de estas tres series VIII, IX y X, se obtuvieron para

determinar, por medio del test del TBA, los valores de MDA, estableciendo los niveles

de peroxidacién lipidica basales, con tratamiento con SOD + SS y unicamente con S8
respectivamente.

El resumen de la distribucién de animales en series experimentales se muestra en la

siguiente tabla:
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SERIES ..y N°
ESTUDIO N Alias Descripcion animales

I S Operacion Simulada (Sham) 20

I 15 Isquemia 15 minutos ~ 20

Supervivencia 111 30° | Isquemia 30 minutos 20
v 60’ Isquemia 60 minutos 20

vV 120° Isquemnia 120 minutos 20

Ens. Clinico de VI SOD-1 Isquemia 60 min + SOD en SS 10
Supenvivenciacon | v | SOD-2 |Isquemia 60 min -+ SS 10
Peroxidacion lipidica VIII TBA-C | Testdel TBA op. Simglada 5
con SOD: Test TBA IX TBA-S0D | Test del TBA (isquemia + SOD en SS) 15
X TBA-SS5 | Test del TBA (isquemia + §8) I5

TOTAL 155

3.2.2 Metodologia anestésica

Antes de ser sometidos al procedimiento quirirgico, cada animal fue escogido
entre varios del lote, siendo reconocido individualmente una semana antes para
descartar aquellos que presentasen algun tipo de patologia, alteracién de constantes
fisiologicas propias de su especie o defecto anatémico. Durante este periodo, todos los
animales dispusieron de comida y bebida ad libitum, restringiéndose la ingesta de
alimento so6lido desde la tarde anterior a la intervencidn. El dia de la intervencién se
comprobd el peso y se volvié a chequear el estado de salud de los animales volviendo a

descartandose a los que no pasaron el reconocimiento. No se utilizé ninguna medicacion
previa a la anestesia.

Procedimiento: Introducido el conejo en la caja de contencion para facilitar el
manejo, se dejaba exteriorizada uUnicamente la cabeza, administrandose por via
endonasal, segun el peso una dosis Unica de la mezcla inductora (ketamina + Xylazina),
de 1 a 1,5 ml por animal (15 mg/kg ketamina + 6 mg/kg xilazina), por medio de un
catéter Abbocath-T 24G x 19 mm, desprovisto de su fiador metalico, utilizando
unicamente la vaina exterior de teflon, para evitar posibles lesiones en la mucosa nasal
debido a eventuales movimientos involuntarios del animal. La instilacién nasal se
realizo lentamente para prevenir el reflejo estornutatorio por irritacién nasal.

El mantenimiento anestésico se hizo con anestesia gaseosa con isofluorano
(Forane®), utilizando un respirador volumétrico conectado a una mascarilla aplicada a
la cavidad oral y nasal del conejo. Todo el proceso anestésico se realizé en circuito
semiabierto (sin recuperacion de gases respirados), con un flujo de oxigeno de 2
littos/minuto combinado con protéxido de nitrgeno al 40 %, e isofluorano a
concentracion de 1.5 - 2.5% segun demanda y respiracidn espontanea.

3.2.3 Metodologia quirtrgica
Preparacion del animal:

Tras la comprobacién del estado anestésico del animal, se rasurd la superficie
abdominal, desde un punto situado cranealmente 5 cm al apéndice xifoides hasta la
region pubiana en sentido longitudinal, y transversalmente en extensién suficiente para
permitir un amplio campo estéril. Los restos de pelos, se eliminaron por aplicacion
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repetida de una banda de esparadrapo, dejando limpia toda la superficte abdominal..

Las cuatro extremidades del animal se rodeaban con vendas de gasa que se
fijaban a la mesa, presentando una posicion quirdrgica en deciibito supino. Las aletas
méviles de la mesa se colocaban en ligera posicion de V.

La asepsia del campo quirirgico, se practico mediante varios pases desde la
linea media hacia el exterior con distintas compresas estériles impregnadas en povidona
yodada.

Preparacién del personal Vv del equipo:

Siguiendo los protocolos quirirgicos habituales, todo el personal que intervino

en las intervenciones (cirujano, ayudante, instrumentista) se cubrié la cabeza con gOIT0

Fig. 5: Induccidn anestésica por via endonasal

y la cara con mascarilla, procediendo después al lavado quirirgico de manos y
antebrazos con agua y jaboén antisépticos, cubriendo a continuacién tronco y
extremidades superiores con bata estéri] ¥ manos con guantes asimismo estériles.

Todo el material utilizado en la intervencién fue previamente esterilizado, o bien

se utilizé material desechable estéril. como agujas, jeringas, gasas, hojas de bisturi,
etcétera.
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Técnica quirurgica

Con el animal en dectbito supino, se limitd el campo quirGrgico con pafios y
sabanas estériles, practicando a continuacion una laparotomia media, xifopubiana, con
bisturi de hoja desechable para cortar la piel, electro-bisturi para seccionar los musculos
rectos con una hemostasia cuidadosa de 1a zona y seccionando el peritoneo con tijera.

En un segundo tiempo, se colocé el separador abdominal interponiendo sendas
compresas de gasa entre sus partes metalicas y el peritoneo del animal, situando el
mango en posicion caudal, para evitar compresiones en la caja toracica y abriendo sus
valvas lo suficiente para permitir la manipulacion abdominal. Para evitar erosiones
intestinales y reducir la pérdida de liquido por evaporacién, todo el separador se
recubria con compresas humedecidas en suero fisiolégico a 37°C

A continuacion se extrajo el paquete visceral abdominal, colocando dos nuevas
compresas humedas y escurridas dobladas por la mitad, para que las manos del ayudante
sujetasen y rechazasen el estomago y el bazo en direccion cefalica y las asas intestinales
hacia el lado del cirujano.

Después de observar la vena renal izquierda y tomando como referencia la

Fig. 6: Diseccion y aislamiento de la arteria mesentérica craneal

glandula adrenal del mismo lado, el cirujano rechazaba con los dedos, por un lado el
colon descendente hacia la linea media y por ofro la glandula adrenal en sentido
opuesto, para proceder después a incidir el retroperitoneo en su mitad con tijeras de
Metzenbaum, y asi observar el latido de la arteria mesentérica craneal, junto a su origen
en la aorta abdominal.

Con una pinza de diseccion sujetando la adventicia de la AMC, y un disector
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acodado se disecaba cuidadosamente la arteria en un tramo de 0,5 - 1 cm, suficiente
para la posterior introduccion del microclamp procediendo al despegamiento de la cara
posterior arterial, con sumo cuidado para no perforarla. En caso de pequefias roturas de
los vasos linfaticos mesentéricos, estos eran coagulados con hemostasia eléctrica y con
presién manual apoyada en gasas. Una vez despegada la pared posterior de la AMC, se
pasaban dos cintas vessel-loop por medio de una pinza para poder elevar dicha arteria
tirando de las mismas y de esa forma colocar manualmente el clamp vascular
atraumatico para producir la isquemia mesentérica Después de pinzar la AMC se
comprobo la isquemia, por la ausencia de latidos y cambios en la coloracion de los
troncos mesentéricos y en los vasos rectos de las asas intestinales, procediendo en este
momento a poner en marcha el reloj de pared del quiréfano, para medir el tiempo de la

Fig. 7: Clampaje de la arteria mesentérica superior

isquemia.

Durante el tiempo de isquemia, se retiraba el separador del abdomen.
manteniendo las asas intestinales cubiertas con compresas humedecida, para eliminar
pesos innecesarios en el animal y evitar pérdidas de liquidos.

Con posterioridad, se procedié a la recuperacién del animal o bien a la toma de
muestras segun los siguientes esquemas:

* En las series destinadas a los estudios de supervivencia, al final del tiempo de
i1squemnia marcado por el reloj, se retiraba el clamp vascular y las cintas vessel-loop
manualmente con una ligera traccion de dentro a fuera, comprobando la reperfusion
de los vasos mesentéricos por el cambio de color de las asas intestinales vy la
recuperacion del latido arterial en dichos vasos. Antes de comenzar a cerrar la herida
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quirirgica se valoraba por observacion directa la presencia de gas en el intestino,
especialmente en la porcion delgada y en el ciego. asi como la aparicion de focos
hemorragicos de color rojo obscuro, en la luz intestinal del intestino delgado,
puntiformes en forma de manchas aisladas o en sabana, adquiriendo este aspecto
obscuro todo un tramo intestinal. Después de comprobar la correcta hemostasia, se
procedia a cerrar el peritoneo parietal anterior y los musculos rectos del abdomen en
un solo planc con Dexon del 2/0 con aguja circular en sutura continua, y ia piel con
seda del 2/0 con aguja recta triangular, en sutura discontinua. La herida quirurgica
se cubria con tintura antiséptica aplicando colodion estéril como aposito liquido,
para proteger la herida. Antes de proceder a despertar a los animales y aprovechando
su estado anestésico se les implanté un microchip subcutaneamente en la region

o

Fig. 8: Aspecto del intestino y peritoneo antes del pinzamiento y obliteracién de
la AMC

cervical, proximo a la base de la oreja izquierda con e! fin de poderlos identificar
electronicamente en cualquier momento de la experiencia por medio del lector
electronico mencionado en el apartado de material. Una vez concluido el acto
quirlrgico los animales se trasladaban a la sala anexa, hasta la recuperacion del
estado de vigilia, Luego se trasladaban al animalario alojandolos en jaulas
individuales durante las 11 semanas que dur¢ la experiencia en las series de
supervivencia. A los siete dias de la intervencion, se comprobo la evolucion de la
herida abdominal externa, eliminando los puntos de sutura de seda de la piel,

limpiando dicha herida v tras aplicar un antiséptico, se reintegraba el animal a su
jaula.
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= FEn las series destinadas a la extraccion intraquirtirgica de segmentos intestinales
para realizar el test del TBA, una vez transcurrido el tiempo de isquemia y
reperfusion de la AMC y con el animal aun en condiciones de anestesia quirirgica,
se pinzaba un segmento de yeyuno, en una longitud de 5 cm, con doble pinza para
cada extremo, es decir empleando 4 pinzas, resecando el mesoperitoneo, pinzando o

Fig. 9: Comprobacion del estado isquémico. Ausencia de riego sanguineo
después del pinzamiento de la AMC

coagulando cualquier vaso sangrante y seccionando entre las dos pinzas con tijera
para retirar el segmento intestinal, junto a las dos pinzas de cada extremo dejando
las otras dos en el intestino, para evitar vertidos fecales a la cavidad abdominal. Una
vez extraido el segmento, en una zona auxiliar se preparaba la muestra, quitando las
pinzas que obliteraban los extremos, eliminando el contenido fecal por medio de una
jeringuilla sin aguja cargada con solucion salina fisiologica introducida por uno de
sus extremos, aclarando la luz intestinal con nueva solucion salina fisiologica e
introduciendo el segmento en un frasco de toma de muestras, el cual era
inmediatamente rotulado para su posterior identificacion y llevado a congelacion a -
28°C. Todo este procedimiento se realizo en el menor intervalo de tiempo posible,
para evitar alteraciones en las muestras. Concluida la extraccidn de las muestras
intestinales, se procedio a la eutanasia del animal segun la técnica descrita en 3.2.7.
Este mismo procedimiento de toma de muestras, fue practicado también en los
animales de la serie VIII (TBA-C) tras la operacion simulada

3.2.4 Metodologia clinica

Tras el procedimiento quirurgico, los animales fueron introducidos en jaulas
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individuales, donde las primeras 72 horas se realizo un seguimiento de las condiciones
fisiologicas vitales comprobando la ingestion de agua y alimentos y la emisién y
aspecto de las heces.

Posteriormente y durante las 11 semanas que duré el estudio, se realizd la
observacion clinica de todos los animales sometidos a estudio de supervivencia
anotando los tiempos de fallecimiento y recogiendo los cadaveres para proceder a su

Fig. 10: Infusion 1. V. de superoxido dismutasa durante la reperfusion

necropsia con la mayor prontitud.
En ningun caso se aplicd durante este periodo terapia alguna, medicamentosa o
electrolitica.

3.2.5 Infusion endovenosa de superoxido dismutasa en solucion salina

Empleamos superoxido-dismutasa de Cu y Zn, de marca Sigma procedente de
eritrocitos de bovino, presentada en viales de 3000 U.1., liofilizada y con un 98% de
proteina. Los viales se prepararon con arreglo al siguiente protocolo aplicado a todos los
animales de las series que se indican: Se disuelve un vial de SOD (3000 unidades) en 5
ml de solucion salina fisiologica (SS) obteniendo una concentracion de 600 Ul/ml. Este
vial se conserva en congelacion a -28°C hasta el momento de su uso.

15 minutos antes del tiempo previsto para la retirada del microclamp que
provoca la isquemia sobre la AMC, se canaliza mediante un catéter Abocath del n® 24,
una de las venas marginales de la oreja del conejo. Esta operacion se facilitaba mediante
la aplicacion sobre la piel de B-limoneno para conseguir una mayor ingurgitacion de los
vasos superficiales.
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En cada conejo se inyectaron dos dosis de 200 UI/kg de peso de SOD disueltas
en S8, la primera administrada con jeringuilla en bolo endovenoso inmediatamente
antes del desclampaje de la AMC, y la segunda, administrada mediante microinyector
de precision, durante los 10 primeros minutos de reperfusion, contados a partir de la
retirada del clamp.

Estas dosis se aplicaron tanto para las series del estudio de supervivencia con
SOD (serie VI) como para las del estudio de la peroxidacién lipidica con SOD (serie
IX).

A los animales de las series VII y X se les aplicé Gnicamente solucién salina
fisiologica, inyectandoles dos dosis de 0,33 ml/kg, la primera en bolo y la segunda con
microinyector, inmediatamente antes de la retirada de la pinza de oclusion de la AMC y
durante los primeros 10 minutos posteriores respectivamente.

3.2.6 Estudio de la peroxidacioén lipidica en segmentos intestinales

Se emplearon tres series; la serie VIII (TBA-C) de 5 animales (TBA-C),
utilizada como control para averiguar los niveles de MDA en los segmentos intestinales
obtenidos de los animales no sometidos a isquemia, aunque si al resto del proceso
quirtrgico (operacion simulada).

La toma de muestras se hizo a cada conejo, segin lo expresado en 3.2.3.
Metodologia quirturgica.

Otras dos series, la IX y X (TBA-SS y TBA-SOD), de quince animales cada
una, fueron sometidas a laparotomia media y clampaje de la AMC, produciendo una
1squemia intestinal de 1 hora de duracién. Al término de esta se administro a la serie IX
una solucién de SOD en SS y a la serie X, unicamente solucidon salina segun la
metodologia descrita en 3.2.5, permitiendo una reperfusion de 1 hora tras retirar el
clamp. Al final de esta hora, los animales fueron sacrificados, tomando una muestra de
5 c¢m de pared intestinal de la porcién central del yeyuno, para su analisis mediante el
test del TBA, segin el método de Ohkawa ef al, que se describe a continuacidn:

1. Pesar en balanza 50 mg de pared intestinal y depositarla en un homogeneizador
Ten-Broek preenfriado a -20°C.

2. Agregar 1 ml de tampén fosfato de pH 7, macerando hasta homogeneizar la
mezcla.

3. Centrifugar a 5500 rpm durante 20 minutos a temperaturas entre 0 y 5°C.

4. En un tubo de ensayo se depositan 140 ul del sobrenadante y se agrega | ml de
acido fosforico al 1% con el fin de detener la produccion de RL, 33 pl de butil-
hidroxi-tolueno (BHT) diluido al 0,01% en alcohol etilico para impedir la
neoformacién de RL y 0,6 ml de TBA al 0,6% diluido en agua destilada, como
reactivo de color frente al MDA, sometiendo la mezcla a ebullicién con
agitacion suave, durante 45 min, apareciendo una tonalidad rosada.

5. Enfriar en bafio con hielo y agregar 1,4 ml de n-butanol para disolver la fase
organica, agitando el tubo y centrifugando a 4000 rpm durante !5 min. a una
temperatura entre 0 y 5°C.

6. Del sobrenadante o fase organica, se toma la cantidad necesaria en una cubeta de
espectrofotdmetro, para realizar una lectura a 535 nm de longitud de onda.

Para la obtencion de los valores estandar, se prepard una solucién madre de MDA a
una concentracion de 706 nM MDA/ml. Esta solucion se diluyé al 1/10 en tampon
fosfato de pH 7, quedando la nueva solucion a concentracién de 70,6 nM MDA/m, a
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partir de la cual se realizaron diluciones seriadas 1:1 segtin la tabla siguiente:

Sol MDA Tampon fosfato pH 7 | Concentracion final
MDA
Tubo 1 0,14 ml de sol 70,6 nM 0,86 ml 9,88 nM
Tubo 2 I ml del tubo 1 1 ml 4,94 nM
Tubo 3 1 ml del tubo 2 1 ml 2,47 nM
Tubo 4 1 ml del tubo 3 1 ml 1,24 nM
Tubo 5 1 ml del tubo 4 1 ml 0,62 nM
Tubo 6 1 ml del tubo 5 1 ml 0,31 nM
Tubo 7 1 mi del tubo 6 1 ml 0,15 MM
Tubo 8 1 ml del tubo 7 1 ml 0,077 M

Tras haber realizado las diluciones se procedié con cada tubo, de modo similar
al que se realizaria mas tarde con las muestras de intestino siguiendo todo el protocolo
en las mismas condiciones.

La recta patron de regresion de calculd utilizando concentraciones conocidas
decrecientes de MDA, y enfrentandolas con sus correspondientes densidades opticas
(absorbancias) obtenidas en el espectrofotémetro para obtener la funcidn general de la
misma: y = a + bx, en la que a = constante y b = pendiente de la recta. Sobre esta recta
patrén, se realizo la recta de regresién, tomando como resultado valido un coeficiente de
regresion R igual o mayor que 0,95, lo que indica que el 95% de los puntos se
encuentran dentro de la correlacion lineal, calculando la ordenada en el origen y la
pendiente de la recta, asi como el grado de correlacion entre los puntos.

3.2.7 Metodologia de eutanasia

Todos los animales sometidos a la observacion durante las 11 semanas que durd la
experiencia, fueron sacrificados en el caso de que no hubieran fallecido
espontaneamente durante el proceso, mediante sobredosis anestésica con la aplicacidn
de tiopental sodico intracardiaco, produciéndose la muerte a los pocos instantes y con
ausencia de dolor.

Los animales de las series objeto del estudio de la peroxidacién lipidica (test del
TBA), fueron sacrificados intraoperatoriamente por el mismo procedimiento,
inmediatamente después de la obtencidn de las muestras para su estudio analitico.

3.2.8 Metodologia de necropsia
Procedimiento

Se comenzaba seccionando la piel desde el ment6n hasta el pubis, observando el
aspecto de la misma y tejido subcutdneo adyacente. Se abrian los musculos rectos del
abdomen, continuando con la incisién por el esternén en la caja toracica. Se observaron
in situ 1as visceras abdominales y toracicas asi como la arteria mesentérica craneal y las
estructuras proximas a la misma advirtiendo la existencia de adherencias, lesiones,
posibles roturas o coagulos. Se recogi6 dicha arteria con sus estructuras préximas para

su estudio microscdpico, introduciendo la muestra en un tubo de ensayo con formol al
10%.
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Extraccion de los organos

Se abrieron las cavidades toricica y abdominal, practicando un corte a nivel de
la laringe supraglética y mediante diseccidon roma (digital) del paquete visceral toraco-
abdominal, se desinsertaba el diafragma. A continuacidn se seccionaba el recto, previa
ligadura doble del mismo, extrayendo todo el paquete visceral junto. Posteriormente se
extendia el intestino y se separaban las distintas visceras de la cavidad abdominal. Asi
mismo se liberaban las visceras retroperitoneales, lavando todo el conjunto con solucion
salina fisiologica.

Sistematica de la diseccion

La traquea y pulmones se separaban del eséfago, timo y corazon. Para separar el
esofago, se seccionaba la unién con la traquea, traccionando progresivamente. Con las
tijeras de Metzenbaum se abria longitudinalmente la traquea, seccionando el paquete
vascular pulmonar y bronquial de cada pulmén, para separarlos del timo y corazén.

El timo y corazdn se separaban mediante diseccidn con bisturi,

El Higado y vesicula se liberaban, primero el l6bulo hepatico caudal adyacente a
estomago y después separando todo el higado mediante un corte a nivel del hilio.

El esofago se seccionaba a nivel del cardias, para aislarlo del estomago. El
estomago se cortaba a nivel del piloro y se abria siguiendo la curvatura mayor para
extraer el contendido digestivo y proceder al lavado.

Las porciones del intestino delgado se aislaban y abrian longitudinalmente.
Dichos segmentos se lavaban con suero fisioldgico antes de ser introducidos en formol.

El apéndice cecal, el ciego el colon y el recto se aislaban y se abrian
longitudinalmente.

Los rifiones se liberaban eliminando la grasa perirrenal y cortando el pediculo
vascular, obteniendo la viscera con la capsula propia del 6rgano.

El bazo se obtuvo seccionando los vasos del hilio quedando de esta forma
liberado.

El péancreas se aisl6 de su lecho ducdeno-peritoneal por diseccion de sus limites.

El aparato genital se liber6 en las hembras por transeccion del mesosalpinx,
liberando los cuernos uterinos y seccionando la vagina; en los machos se liberaron los
testiculos seccionando la uretra y los conductos deferentes en su porcién media.

Toma de muestras

Se tomaron porciones de higado, rifiones, pulmones, corazén, AMC e intestino:
2 em de yeyuno, 2 cm ileon y 2 cm colon proximal. Los segmentos intestinales abiertos
longitudinalmente, se enrollaron en espiral sobre si mismos, atravesiandolos
transversalmente con un alfiler con objeto de facilitar la posterior seccién con el
microtomo y poder observar en el estudio microscomico varias areas simultaneamente.

Las porciones de drganos se introdujeron en frascos de toma de muestras los
cuales inmediatamente se rellenaron con aldehido formico al 10% para su correcta
conservacion, se rotularon con medios indelebles con el nimero de la serie, €l nimero
del grupo y el nimero del animal y finalmente se remitieron, debidamente etiquetados,
al laboratorio de anatomia patolégica para su estudio,

3.2.9 Metodologia histoldgica

Para el estudio de las piezas de necropsia se siguieron los siguientes pasos:
+ Preparacidn y tallado de piezas
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» Inclusion en parafina.

- Realizacion de cortes histologicos con un espesor de 3 micras mediante
microtomo rotatorio.

= Desparafinacién y mantenimiento en estufa a 100° C, durante 30 minutos.

Posteriormente y previa tinciéon con diversas técnicas: hematoxilina-eosina,
Giemsa, P.A.S. (para aldehidos de Schiff) y tricromica de Masson, estos cortes fueron
estudiados mediante microscopia 6ptica.

La gravedad de las lesiones intestinales se valord con arreglo al método de Chiu
modificado, clasificando las lesiones en los siguientes grados:

»  Grado 0. Mucosa intestinal normal.

» Grado 1. Desarrollo del espacio subepitelial de Gruenhagen

+ Grado 2. Pérdida parcial del epitelio de revestimiento vellositario superficial,

con vellosidades denudadas.
Grado 3. Pérdida total del epitelio vellositario y necrosis intensa del epitelio
glandular de la mucosa.

» Grado 4. La necrosis se hace evidente en las capas musculares y se pierde la

mucosa en su totalidad.

3.2.10 Metodologia estadistica

El presente trabajo pretende confirmar las hipétesis alternativas, evidenciando
relaciones causales entre variables independientes y dependientes, empleando para
conseguirlo varios tipos de disefios de investigacion:

» Un estudio basico de supervivencia apoyado en una investigacion experimental
en el que se registran datos para un periodo de tiempo (11 semanas) y ademas se
incorpora el momento en que se produce el evento muerte (estudio longitudinal)
en animales sometidos a diferentes tiempos de isquemia mesentérica de la AMC.

«  Un ensayo de modificaciéon de la supervivencia (longitudinal) en animales
sometidos a un tiempo determinado (tiempo de mortalidad & 50) de isquemia de
la AMC y tratados con un antioxidante (SOD) comparado con otro grupo sin
tratamiento.

»  Un ensayo clinico, para determinar la peroxidacion lipidica en segmentos
intestinales normales, isquémicos y tratados con SOD, calculando en cada grupo
las concentraciones de MDA en este estudio, los animales son sacrificados en
un momento dado (estudio transversal).

El proceso estadistico difiere segiin el tipo de estudio, detallandose en los siguientes
apartados:

1) Estudios de supervivencia
« Variables:
- Independiente: diferentes tiempos de isquemia a que son sometidas las series
- Dependiente: mortalidad
» Matriz de datos: Los resultados de la supervivencia se exponen tabulados. Fl
estudio estadistico llevado a cabo fue:
- Valoracién de la supervivencia (proporcién acumulada de supervivencia),
por el método descrito por Kaplan y Meier en 1958%'®, agrupando el tiempo
de participacion de cada sujeto en intervalos de tiempo predeterminados y
calculando las probabilidades de supervivencia mediante la estimacion de las
probabilidades condicionadas de supervivencia correspondientes a cada uno
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de los intervalos de tiempo.
- Test del ¥ donde se obtienen los valores de la distribuciéon Chi cuadrado, la
p de Pearson y el grado de significacion para un error unilateral de p = 0,05.

2) Estudios de ensayo clinico
+ Variables:
Independientes: diferentes tiempos de isquemia a que son sometidas las
series.
Dependientes:
- Cuantitativas: datos mensurables: niveles de MDA
- Categéricas: Presencia o ausencia de un determinado caracter
cualitativo (ej. Alteraciones histopatologicas).
» Para medir la distribucién de datos, se emplearon los siguientes indices
estadisticos:
Medidas basadas en momentos:
- Medidas de tendencia central: Media aritmética
- Medidas de dispersion: Desviacion estandar
Medidas basadas en ordenaciones:
- Medidas de tendencia central: Mediana (valor central de un
corjunto de observaciones)
- Medidas de dispersion: Cuartiles 25 y 75 (Describen la posicion
de un sujeto dentro del grupo de referencia)
Test de la T de Student para muestras emparejadas para obtener ¢l grado
de significacion para un error unilateral de p = 0,05

3) Representaciones graficas

« Para los estudios de supervivencia se emplean diagramas de lineas representando
en el gje de ordenadas el tiempo en dias y en el de abscisas las proporciones de
supervivencia.

» Para los graficos comparativos de supervivencia (variables categodricas) entre
diferentes series, usamos graficos de barras apiladas por la facilidad de
interpretacion de este tipo de graficos, pudiendo incluir en uno solo varias series
y observar a la vez la supervivencia y la mortalidad

3.3 Cronograma

Para la realizacién de este trabajo experimental se programaron las siguientes
etapas por orden cronologico:

« Preparacion de los animales, del material y del equipo

- Pnmer bloque de intervenciones quirirgicas realizando las series isquémicas
para el estudio de la supervivencia basal, seguidas del control clinico
postoperatorio de los animales y en su caso realizando las necropsias y la toma

de muestras para los estudios histopatoldgicos que se fueron realizando durante
el transcurso de la experiencia.

» Calculo de las curvas de supervivencia de las series anteriores, mediante el
correspondiente estudio estadistico.

Segundo bloque de intervenciones quirtirgicas realizando las series isquémicas
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para el estudio de la supervivencia en animales tratados con superdxido
dismutasa, seguidas del control clinico postoperatorio de los animales y
realizando las necropsias precisas y la toma de muestras para los estudios
histopatologicos.

+ Calculo de las curvas de supervivencia de la serie tratada con el antioxidante,
mediante el correspondiente estudio estadistico y comparativo con la serie
control tratada con solucién salina.

- Tercer bloque de intervenciones quirirgicas realizando otras 3 series, una
control sometida a operacién simulada, otra isquémica tratada con antioxidante
(superéxido dismutasa) y solucién salina y otra tinicamente con solucién salina
para el estudio de la peroxidacion lipidica. Los animales de estas series fueron
sacrificados al final de la intervencién tomando muestras para determinar el
posible aumento comparativo de malon-dialdehido libre en el tejido intestinal
isquémico, como metabolito final de la accién de los radicales libres y el efecto
del tratamiento con superdxido dismutasa en la concentracién de esta substancia.

El dltimo paso, consisti6 en ordenar los resultados obtenidos, extrayendo las
conclusiones correspondientes y sometiéndolas a discusién con otros autores.
escribiendo el correspondiente trabajo.
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4 RESULTADOS .

4.1

4.1.1

Ingesta de agua

Condiciones fisiologicas postquiriirgicas

En la tabla siguiente se recoge el porcentaje de animales respecto al total de
vivos en cada serie, que bebid 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 reperfusién. Ninguno de los animales que fallecieron entre el
momento de la reperfusion y las 48 horas posteriores ingirid agua.

INGESTA DE AGUA
SERIES EXPERIMENTALES
TIEMPO , , , ,

HORAS II(15%) | II1(30°) | IV(60%) | V (120" | VI(SOD) | VII(SS)
0-24 100% 85% 65% 10% 70% 60%
24-48 100% 100% 83,3% 0% 100% 100%
48-72 100% 100% 100% 100% j 100% 100%

4.1.2 Ingesta de alimentos

En la tabla siguiente se expone el porcentaje de animales respecto al total de
vivos en cada serie, que ingirieron alimento en los tiempos sefialados.
A medida que aumenta el tiempo de isquemia, los animales inician mas
tardiamente la ingestion de alimento, debido presuntamente a la gravedad de las
lesiones isquémicas. Ninguno de los animales que fallecieron entre el momento de la
reperfusion y las 48 horas posteriores ingiri6 alimeto alguno.

INGESTA DE ALIMENTOS
SERIES EXPERIMENTALES
Tﬁ%ﬁg MQAs) | 1MIG30) | IV@60Y) | V(120°) | VI(SOD) | VII (SS)
024 75% 35% 30% 0% 40% 30%
2448 100% 100% 833% | 0% 50% 20%
4872 100% 100% 100% 100% 100% | 100%

4.1.3 Deposiciones

En la tabla siguiente se presentan los porcentajes de animales con respecto al

total de supervivientes en cada momento

se indica en la tabla.

A las 72 horas los animales de las series isquémicas II, III y IV (15, 30 y 607),
habian recuperado el ritmo normal de deposiciones, con presencia de heces en el 100%
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de los casos. En la sere V (120 ‘de isquemia), ninguno de los dos animales
supervivientes habia realizado deposiciones a las 72 horas.

Los animales de las series VI y VII arrojan resultados similares a los de la serie
1V ya que todas ellas soportaron similares tiempos de isquemia (60°).

DEPOSICIONES
SERIESEXPERIMENTALES
TIEMPO
HORAs | T(5) | IEGB0) | IV(60) | V(1207 | VI(SOD) | VII(SS)
0-24 75% 35% 40% 0% 40% 40%
2448 75% 75% 83,3% 0% 40% 40%
48-72 100% 100% 100% 0% 100% 100%

4.2 Supervivencia de animales sometidos a isquemia - reperfusion de la arteria
mesentérica craneal

Todos los animales fueron observados durante un periodo de 77 dias (11
semanas), anotando las bajas que se produjeron durante este tiempo.

42.1 Seriel: Operacidn simulada (Sham)

Tabla de datos

Tiempc Estado Supervivencia Error Eventos NGmero

Dias acumulada standard acumulados Restante
2 0 9500 0487 1 19

77 1 | 18
77 I 1 17
77 1 1 16
77 ! 1 15
77 I 1 14
77 1 1 13
77 1 1 12
77 I l 11
77 I 1 10
77 1 1 9
77 I 1 8
77 1 1 7
77 1 1 6
77 I 1 5
77 I 1 4
77 I 1 3
77 1 1 2
77 1 1 |
77 1 1 0

g1



4. RESULTADOS

1 =vivo 0= muerto

Numero de casos: 20
Supervivientes: 19 ( 95.00%)
Eventos terminales (muertos): 1

Tiempo de Error estandar | 95% Intervalo de
supervivencia confianza
Media: 73 4 66 — 80
Mediana: - - -
Limitado a 77 dias
Percentiles
25.00 50.00 75.00
Valor - - -
Error estandar - - -
Valoracion

La supervivencia de la serie al final de los 77 dias de observacion, fue del 95%
falleciendo un tnico animal durante el primer dia postintervencion. La media aritmética
no tiene utilidad estadistica, al no ser una distribucién normal, no pudiendo calcularse la

mediana debido a que no fallecen la mitad de los animales
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Funcidn de supervivencia
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Fig. 11: Representacion grafica de la supervivencia en la serie “Operacion
simulada (Sham)”; Funciones decimal, logaritmica y de impacto.
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4.2.2  Serie II: Isquemia AMC 15 minutos

Tabla de datos
Tiempo Estado Supervivencia Error Eventocs Namero
Dias acumulada standard acumulados Restante
14 0 9500 0487 1 19
77 1 1 18
77 1 1 17
77 1 | 16
77 1 1 15
77 1 1 14
77 1 1 13
77 [ 1 12
17 1 1 11
77 1 I 10
77 1 1 9
77 1 1 8
77 | I 7
77 1 1 6
77 1 1 5
77 1 1 4
77 1 1 3
77 1 1 2
77 1 1 1
77 | I 0
1 =vivo 0= muerto
Numero de casos: 20
Supervivientes: 19 ( 95.00%)
Eventos terminales (muertos): 1
Tiempo de Error estandar | 95% Intervalo de
supervivencia conflanza
Media: 74 3 68 - 80
Mediana: - -
Limitado a 77 dias
Percentiles
25.00 50.00 75.00
Valor - - -

Valoracidn
La supervivencia de la serie al final de los 77 dias de observacidn, fue del 95%

Error estandar -

falleciendo un tunico animal durante el decimotercer dia postintervencion. La media
aritmética no tiene utilidad estadistica, al no ser una distribucién normal, no pudiendo
calcularse la mediana debido a que no fallecen la mitad de los animales,
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Funcion de supervivencia
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4.2.3 Serie III: Isquemia AMC 30 minutos

Tabla de datos
Tiempo Estado Supervivenciz Error Eventos Numero
Dias acumulada standard acurmulados Restante
1 0 1 19
1 0 2 18
1 0 3 17
1 0 4 16
1 0 5 15
I 0 6 14
I 0 6500 1067 7 13
77 1 7 12
77 1 7 11
77 1 7 10
77 1 7 9
77 | 7 8
77 1 7 7
77 1 7 6
77 1 7 5
77 1 7 4
71 1 7 3
77 i 7 2
77 1 - 7 1
77 1 7 0
1 =vivo 0= muerto
Numero de casos: 20
Supervivientes: 13 ( 65.00%)
Eventos terminales (muertos); 7
Tiempo de Error estandar | 95% Intervalo de
supervivencia confianza
Media: 50 8 35-66
Mediana: - - -
Limitado a 77 dias
Percentiles
25.00 50.00 75.00
Valor - - 1.00

Error estandar -

Valoracion

La supervivencia de la serie al final de los 77 dias de observacion, fue del 65%
falleciendo siete animales, todos ellos durante el primer dia postintervencion. La media
aritmética no tiene utilidad estadistica, al no ser una distribucién normal, no pudiendo
calcularse la mediana debido a que no fallecen la mitad de los animales.
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Funcion de supervivencia
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Fig. 13: Representacion grafica de 1a supervivencia en la serie sometida a 30°
de isquemia de la AMC;, Funciones decimal, logaritmica y de impacto.
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4.2.4 Serie IV: Isquemia AMC 60 minutos

Tabla de datos
Tiempo Estade Supervivencia Error Eventos Numero
Dias acumulada standard acumulados Restante
1 0 | 19
1 0 2 18
1 0 3 17
1 0 4 16
1 0 5 15
1 0 6 14
1 0 7 13
1 0 6000 1095 8 12
2 0 5500 1112 9 11
4 0 5000 1118 10 10
5 0 4500 1112 11 9
11 0 4000 1095 12 8
77 1 12 7
77 1 12 6
77 1 12 5
77 1 12 4
77 1 12 3
77 1 12 2
77 1 12 1
77 1 12 0
1 = vivo 0 =muerto
Numero de casos: 20
Supervivientes: 8 ( 40.00%)
Eventos terminales (muertos): 12
Tiempo de Error estandar | 95% Intervalo de
supervivencia confianza
Media: 32 8 16 - 48
Mediana: 4 3 0-11
Limitado a 77 dias
Percentiles
25.00 50.00 75.00
Valor - 4.00 1.00
Error estandar - 3.35 -

Valoracion

La supervivencia de la serie al final de los 77 dias de observacién, fue del 40%
falleciendo doce animales, de elios ocho antes de la 24 horas postintervencion, uno
durante el primer dia, uno durante el tercero, uno durante el cuarto y el ultimo durante el
décimo. La media aritmética no tiene utilidad estadistica, al no ser una distribucién
normal. La mediana por el contrario es de gran valor indicativo y es de 4 dias.
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Fig. 14: Representacion grafica de la supervivencia en la serie sometida a 60’
de isquemia de la AMC, Funciones decimal, logaritmica y de impacto.
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4.2.5 Serie V: Isquemia AMC 120 minutos

Tabla de datos
Tiempo Estadec Supervivencia Error Eventos Numero
Dias acumulada standard acumulados Restante
1 0 1 19
1 0 2 18
1 0 3 17
1 0 4 16
1 0 5 15
I 0 6 14
1 0 7 13
1 0 8 12
1 0 9 11
1 0 10 10
1 0 11 9
1 0 12 8
| 0 13 7
1 0 14 6
1 0 15 5
| 0 16 4
1 0 1500 0798 17 3
2 0 1000 0671 18 2
77 1 18 1
77 1 18 0
1 =vivo 0= muerto
Numero de casos: 20
Supervivientes: 2 ( 10.00%)
Eventos terminales (muertos): 18
Tiempo de Error estandar | 95% Intervalo de
supervivencia confianza
Media: 9 5 0-19
Mediana: 1 - -
Limitado a 77 dias
Percentiles
25.00 50.00 75.00
Valor 1 1 |
| Error estdndar - - -
Valoracion

La supervivencia de la serie al final de los 77 dias de observacion, fue del 10%
falleciendo dieciocho animales, de ellos diecisiete antes de la 24 horas postintervencion,
y uno durante el primer dia. La media aritmética no tiene utilidad estadistica, al no ser
una distribucién normal. La mediana de la supervivencia por el contrario es de gran

valor indicativo y es de 1 dia.
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Funcion de supervivencia
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4.2.6 Inferencia estadistica de la supervivencia a los diferentes tiempos de isquemia

Los calculos se realizaron por medio del test del y° de Pearson, comparando la
supervivencia (o mortalidad) de cada serie con diferentes tiempos de isquemia, con la
serie control, sometida a operacién simulada (Sham), sin isquemia mesentérica, para
valorar como el incremento del tiempo de isquemia por si solo y sin considerar otros
factores influye en la supervivencia de los animales.

Resultados de las series
Serie Isquemia AMC 15 minutos

O. Simulada | ISQ 15’ | Suma
Muertos 1 1 2
Supervivientes 19 19 38
Totales 20 20 40
Casos x? Grados de libertad | Significacién
20 0.00 ] P =1.000

»  Serie Isquemia AMC 30 minutos

0. Simulada | ISQ 30’ | Suma
Muertos 1 7 8
Supervivientes 19 13 32
Totales 20 20 40
Casos y? Grados de libertad | Significacién
20 2.8125 1 P =0.0935

- Serie Isquemia AMC 60 minutos

0. Simulada ! ISQ 60’ | Suma
Muertos 1 12 13
Supervivientes 19 8 27
Totales 20 20 40
Casos y? Grados de libertad | Significacién |
20 6.8946 1 P = 0.0086

Serie Isquemia AMC 120 minutos

O. Simulada : 1SQ 120’ | Suma
Muertos 1 18 19__
Supervivientes 19 2 21
Totales 20 20 40
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Casos x* | Grados de libertad | Significacién

20 14.4862 1 P =0.0001

Los indices probabilisticos obtenidos para cada serie, los cuales van
disminuyendo desde P=1 para 15 minutos de isquemia, hasta P=0.0001 para 120
minutos de isquemia, indican que la mortalidad debida a ésta en el conejo, aumenta
progresiva y proporcionaimente al tiempo de isquemia. No son significativas las
diferencias de supervivencia entre los animales de la serie control y los de las seres
isquémicas de 15 y 30 minutos, por los que las muertes obtenidas en estas series no
pueden atribuirse a la isquemia mesentérica. A partir de los 60 minutos de isquemia,
esta diferencia comienza a hacerse significativa (P=0,0086) y es maxima a los 120
minutos de isquemia (p=0.0001), falleciendo 18 de los animales de la serie por razones
estadisticamente achacables a la isquemia intestinal. En la figura 16 puede observarse la

Tiempos de isquemia
15’ 30 60 120
IIPII 1 A 1 — .| |
ol N

o ———C
0,001 -|————— \
0,0001 - . |

Fig. 16 : Evolucidn de la significacion (P) de la mortalidad, en relacién al tiempo
de isquemia. (P<0,05 = significativo)

evolucidn de la significacion, en relacion al tiempo de isquemia.

Resultados globales

Considerados globalmente los resultados de todas las series, se calculd el y* de
todas ellas, segin ¢l test de Pearson, obteniendo una correlacion directa (P<0,001), entre

el tiempo de isquemia y la mortalidad (inversa entre el tiempo de isquemia y la
supervivencia).
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O. Simulada | 1SQ 15’ | ISQ 30’ | ISQ 60° | ISQ 120° | Suma
Muertos 1 1 7 12 18 39
Supervivientes 19 19 13 8 2 61
Totales 20 20 20 20 20 100
Casos 52 Grados de libertad | Significacién
20 45.5 4 P<0.001

En la figura 17, puede apreciarse la evolucion global de la supervivencia y
mortalidad a los diferentes tiempos de isquemia de la AMC, apreciandose la disminucion
de supervivencia y el incremento de mortalidad cuando aumenta el tiempo de isquemia.

O.Simul Isq15'

Isq 30’

i

Isq 60"

Vivos B Muertos

Isq 120’

Fig 17: Supervivencia y mortalidad a diferentes tiempos de isquemia de la arteria
mesentérica craneal
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4.3 Supervivencia en la isquemia - reperfusién mesentérica en animales tratados
con superdxido dismutasa

De la misma forma que los animales de las series del estudio basico de
supervivencia, los de este estudio fueron observados durante un periodo de 77 dias (11
semanas), anotando las bajas que se produjeron durante este tiempo.

Una vez estudiada la supervivencia basica durante los diferentes tiempos se
aplico SOD disuelto en S8, como inhibidor de la peroxidacién lipidica inducida por de
los radicales libres de O, a una serie de 10 animales sometidos a 60 minutos de IMC + 1
hora de reperfusion, comparando los resultados con los obtenidos en una serie control
de otros 10 animales, sometidos a los mismos procedimientos operatorios, con los
mismos tiempos de isquemia y reperfusion pero con solucidn salina en lugar de SOD +
SS.

Se empled para ello la serie de 60 minutos de isquemia, porque en el estudio
previo de supervivencia, esta serie fue la que mas se aproximaba a la tasa media de
mortalidad (TMsg) a lo largo de las 11 semanas de observacion, pudiendo por tanto
comparar facilmente los resultados de ambas series con y sin tratamiento.

4.3.1 Serie VI(SOD-1): supervivencia con SOD -+ 8§

Tabla de datos
Tiempce Estado Supervivencia Error Eventos Numero
Dias acumul ada standard acumulados Restante
1 0 1 9
I 0 2 8
I 0 7000 1449 3 7
13 0 6000 1549 4 6
77 1 4 5
77 l 4 4
77 1 4 3
77 1 4 2
77 1 4 i
77 1 4 0
I =vivo 0= muerto
Numero de casos: 10
Supervivientes: 6 ( 60.00%)
Eventos terminales (muertos): 4
Tiempo de Error estandar | 95% Intervalo de
supervivencia confianza
Media: 48 11 26 —70
Mediana: - - -
Limitado a 77 dias
Percentiles
25.00 50.00 75.00
Valor - - 1.00
Error estandar - - -

95



4. RESULTADOS

Valoracion

La supervivencia de la serie al final de los 77 dias de observacion, fue del 60%
falleciendo cuatro de diez animales, de ellos tres antes de la 24 horas post-intervencion
y uno durante el dia duodécimo. La media aritmética de la supervivencia no tiene
utilidad estadistica, al no ser una distribucién normal. L.a mediana no se puede calcular
al sobrevivir mas del 50% de los animales.
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Funcion de supervivencia
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Fig. 18: Representacion grafica de la supervivencia en la serie “Isquémia AMC 60
min + SOD”; Funciones decimal, logaritmica v de impacto.
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4.3.2  Serie VII (SOD-2): supervivencia con solucién salina

Tabla de datos
Tiempc Estado Supervivencia Error Eventos Namero
Dias acumulada standard acumulados Restante
1 0 1 9
1 0 8000 1265 2 8
4 0 7000 1449 3 7
6 0 6000 1549 4 6
9 0 5000 1581 5 5
77 1 5 4
77 1 5 3
77 1 5 2
77 1 5 1
77 1 5 0
1 =vivo 0 = muerto
Numero de casos: 10
Supervivientes: 5 ( 50.00%)
Eventos terminales (muertos): 5
Tiempo de Error estandar | 95% Intervalo de
supervivencia confianza
Media: 41 12 18 — 63
Mediana: 9 - -
Limitado a 77 dias
Percentiles
25.00 50.00 75.00
Valor - 9.00 4.00
Error estandar - - 4.35
Valoracion

La supervivencia de la serie al final de los 77 dias de observacion, fue del 50%
falleciendo cuatro animales, de ellos tres antes de la 24 horas post-intervencion y uno
durante el dia duodécimo. La media aritmética de la supervivencia no tiene utilidad
estadistica, al no ser una distribucién normal. La mediana por el contrario fue de 9 dias.
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Funcion de supervivencia
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4.3.3 Inferencia estadistica
Test x’ de Pearson
ISQ 60°+SODen SS | ISQ 60°+SS | Suma

Muertos 5 6 9
Supervivientes 5 4 11

Totales 10 10 20

Casos xz Grados de libertad Significaciéon

10 0.1010 | P =0.7506

La administracién de superéxido dismutasa en solucién salina durante la fase de
reperfusion, a la serie de animales sometidos a una hora de isquemia mas una hora de
repermeabilizacion, en nuestras condiciones experimentales de estudio, no provocd un
incremento estadisticamente significativo en la supervivencia en comparacion con la
serie a la que le fue administrada Gnicamente solucién salina.

Isq. 60" + SOD

Isq. 60' + SS

OVivos BMuertos

Figura 20: Supervivencia y mortalidad a los 60 minutos de isquemia mesentérica con y
sin tratamiento con SOD

44 Peroxidacion lipidica intestinal en la isquemia-reperfusién mesentérica vy
modificaciénes producidas por el tratamiento con SOD

Este estudio se realizé comparando los resultados obtenidos en animales de tres
series experimentales, VIII (TBA-C -operacién simulada-), IX (TBA-SOD -aplicacion
de SOD en §8-) y X (TBA_SS -aplicacion de solucién salina-).
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Se determin® en primer lugar la curva patrén de concentraciones de MDA
partiendo de concentraciones conocidas de MDA para construir con ellas la recta de
regresion. Seguidamente se valoraron las concentraciones de MDA en los segmentos
intestinales obtenidos tras la intervencion quirdrgica de los animales, y se procedio a la
tabulacion de los resultados.

4.4.1 Curva patron

Los valores obtenidos de las absorbancias correspondientes a las concentraciones

seriadas conocidas de MDA, permitieron representar la curva patrdn que se expresa en
ia figura 21

Los valores obtenidos para la recta patréon de regresiéon y = a + bx, fueron a =
0,1559 y b = 0,2764, quedando la ecuacion general de la recta como sigue:

y = 0,1559 + 0,2764 x
El coeficiente de regresién lineal R fue de 0,9866 y R? de 0,9735, 1o que pone de

Absorbancias
—
™!
1
&>

0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0
nM MDA

Figura 21: Valoracion de la concentracién de malon dialdehido: recta patrén de
regresion.

manifiesto que el 97,3 % de la variacién total de las absorbancias es explicado por la

recta de regresion, habiendo por tanto una buena correlacion lineal entre absorbancias y
concentraciones.

De la recta de regresion se obtuvo esta ecuacion general:

nNM MDA / gr tejido = (DO, - 0,1559) / 0,2674 x 20/ 0,14
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4.4.2 Concentraciones intestinales de MDA

Las concentraciones de MDA encontradas en las muestras de intestino delgado
en las series estudiadas, control (no isquémica) e isquémicas, tratadas con SOD disuelto
en solucion salina y Unicamente con solucién salina respectivamente, se reflejan en el
cuadro siguiente:

nM MDA/gr tejido
SERIES ANIMALES
Serie VIII Serie IX Serie X
CONEJO N° TBA -C TBA - SOD TBA - SS

{operacion Isquemia — Reperf. Isquemia — Reperf.

simulada) + SOD en SS + Sol Salina
1 Indetectable Indetectable 30.546
2 Indetectable Indetectable 17.108
3 Indetectable Indetectable 69.309
4 Indetectable Indetectable 69.309
5 Indetectable Indetectable 74.478
6 - Indetectable 33.647
7 - Indetectable 129.781
8 - Indetectable 28.478
9 - Indetectable 42.950
10 - Indetectable 19.175
11 - Indetectable 77.579
I2 - Indetectable 73.444
13 - Indetectable 78.096
14 - Indetectable 74.995
15 - Indetectable 1.085

Serie TBA-SS:

Evaluacién de la normalidad:

Test de Saphiro-Wilks: no vulneracién del supuesto de normalidad (p =

0,2820).
TBA-SS

Animales empleados 15

Casos validos: 15
Resultados:

NM MDA/er tejido
Media: 54.6654

Mediana: 69.3095
Error standard 8.6441

Varianza 1120.8020
Desv. Standard 33.4784

Interv. confianza 95%: 36.1257-73.2051
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+  Series TBA-S (operacién simulada) y TBA-SOD (tratada con SOD):

4.4.3

Los valores de MDA obtenidos en las series de operacion simulada y tratada con
superéxido dismutasa son tan bajos que escapan al limite de deteccion del método. No
obstante se calculé la T de Student para muestras emparejadas comparando la serie tratada
con SOD con la tratada con SS, asignando a todos los valores de la primera la
concentracién de MDA correspondiente al nivel minimo de deteccion (0,000002532 nm
/gr tejido), obteniendo un nivel de significacion muy elevado (P<0,0001). Este resultado
pone de manifiesto de manera inequivoca que el tratamiento con superdxido dismutasa
produce una disminucion estadisticamente significativa de malon dialdehido, y por tanto

Los valores obtenidos fueron todos inferiores o iguales al limite de deteccion

del método (0,000002532 nm /gr tejido).

TBA-C TBA-SOD
Animales empleados 5 15
Casos validos: 5 15

Inferencia estadistica

de la peroxidacion lipidica.

T de Student para muestras emparejadas

_Serie Variable | Numero | Correlac| Sig, 2 Media DE |EEdela
de pares colas Media
TBA SOD 0,000002 | 0,000 | 0,000
nM/MDA T - -
TBAss | ¥ 54,6653 | 33478 | 8,644
Diferencias entre muestras
pareadas
Media DE EEdela | Valort GL | Significacion
Media (P)
-54,6653 | 33,478 8,644 -6,32 14 <,0001

4.5 Alteraciones morfopatologicas

4.5.1

Se realiz6 por observacién directa del intestino, especialmente a nivel del
intestino grueso y ciego, en las series destinadas al estudio de supervivencia (I, I, III,
IVy V) vy al de supervivencia con tratamiento con SOD (VI y VII). La observacion se

Presencia de gas intestinal

hizo al finalizar el tiempo de isquemia, inmediatamente antes de la fase de reperfusion.

La siguiente tabla recoge los porcentajes de animales de las series (1, II, I, IV y V)
con los niveles de observacion de la variable categérica "presencia de gas intestinal” en el
estudio de supervivencia. Se establecen las siguientes: grado 0 significa ausencia de gas;

grado 1: dilatacidn intestinal moderada; grado 3: dilatacion intestinal intensa.

La valoracién del gas intestinal observado en el intestino en los animales de las
series de supervivencia al finalizar el tiempo de isquemia fue la resumida en la siguiente
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tabla:
SERIES EXPERIMENTALES
GRADO o T asy @y [V (60) [V (120)
0 100% | 100% | 30% 20% | 0%
AS I %——0% 76% 30% | 10%
INTESTINAL —— o 0% 0% 50% | 90%

Los resultados de las series VI y VII del estudio de supervivencia con
tratamiento con SOD, se resumen en la siguiente al finalizar el tiempo de isquemia
fueron los siguientes:

SERIES
GRADO | _EXPERIMENTALES
VI(SOD-1) | VII (SOD-2)
PRESENCIA ——2 30% 20%
R 1 70% 0%
7 0% 0%

Comparando los resultados entre las series, al aumentar el tiempo de isquemia,
aumenta la presencia de gas intestinal, relacionindose este parametro con la falta de
motilidad del intestino y el incremento de las fermentaciones. En los animales del
estudio de supervivencia con SOD, no hay diferencias significativas entre los grados de
gas intestinal encontrados en los animales tratados con esta substancia (VI) y los
tratados con placebo (VII).

4.5.2 Hemorragias intestinales

Se estudi6 el cambio de la tonalidad de la pared intestinal en el momento de la
reperfusion, en las series del estudio de supervivencia, observando el color del intestino
especialmente en su porcion delgada.

Ademas de los cambios de color debidos a los diferentes estatus del intestino,
isqueémico (ciandtico) o perfundido (rojo cereza), se observaron extravasaciones
sanguineas en forma de hemorragias intraluminales, que se apreciaron como manchas

de color obscuro en el interior del lumen intestinal, apareciendo en las proporciones
expresadas en la siguiente tabla:

HEMORRAGIAS SERIES EXPERIMENTALES
INTESTINALES 1(S) | 11(15) | I {30 | IV (60" [V (120"
0 100% | 100% 73% 40% 7%
GRADO 1 0% 0% 27% 40% 40%
P 0% 0% 0% 20% 53%

0 = Ausencia de hemorragias
1 = Hemorragias focales
2 = Hemorragias en sabana

Comparando los resultados, se observa que la extensién de la hemorragia
aumenta al incrementarse el tiempo de isquemia, siendo inapreciables con tiempos de
15 minutos, moderadas a los 30 minutos de isquemia, de cierta consideracion (60 % de
los animales), a los 60 minutos de isquemia e importantes {93% de los animales) a los
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120 minutos de isquemia.

4.5.3 Observaciones en la necropsia

Se describen a continuacion las alteraciones patologicas de los animales que
fallecieron como consecuencia de la I/R, puesto que los supervivientes, a los que se
sacrificé al final de la experiencia no presentaron ninguna alteraciéon macroscopica
visible, excepcion hecha de las adherencias. Por lo mismo se excluyen los animales de
la serie control para el estudio de la peroxidacién lipidica: Serie VIII (TBA-C).

Se consideraron las siguientes alteraciones: adherencias, alteraciones en organos,
ascitis o derrame pleural, perforacion intestinal, gas intestinal, hemorragias en luz
intestinal, desvitalizacion intestinal.

Adherencias

Se observaron adherencias en tomno a la AMC como consecuencia de la
manipulacién a que fue sometida durante la intervencion. Las presentaron el 100% de
los animales sacrificados, de todas las series, salvo los de la Serie VIII (TBA-C), cuya
AMC no fue manipulada. Los animales sacrificados presentaron adherencias alrededor
de la arteria, dificultando segun los casos, su localizacion. Los animales muertos por
causa del proceso no presentaron adherencias postquirtrgicas debido al escaso intervalo
de tiempo entre la operacidn y la muerte.

Alteraciones en organos

En la necropsia de los animales fallecidos espontineamente se recogieron las
lesiones en higado, rifiones y pulmones.

En la serie I de operacion simulada, el animal muerto en el primer dia post-
intervencion presentaba edema agudo de pulmén, hemorragia pulmonar y congestion
vascular simple en higado y rifiones. El animal muerto de la serie II, con isquemia de 15
minutos, mostré edema agudo de pulmdn y congestién vascular en higado y nifiones.

La siguiente tabla recoge los porcentajes de animales de las series (HI, IV y V)
que presentaron el grado de lesion de la variable categorica "alteraciones en organos”.
Unicamente se recogen los resultados de las necropsias de los individuos fallecidos
como consecuencia de IMA. Como variable dependiente figuran los casos de lesiones
hepéticas, renales y pulmonares, definiéndose cada una como variable categorica, segun
la cual, grado 0 significa ausencia de lesiones y grado 1: presencia de edema y/o

hemorragia pulmonar; o de congestion vascular y/o zonas necroticas en rifiones; o de
congestion vascular en higado.

LESIONES GRADO HIS(E;;ff ? Exlli}E él(ﬁENT@Lgiov)
HEPATICAS (1) 2822 283; 2222
.7 7S W
PULMONARES ? 3322 égzﬁj égz/g

Inferencia estadistica: Comparando los resultados entre las series, al aumentar el
tiempo de isquemia, es mayor el porcentaje de individuos con lesiones organicas, hasta
alcanzar cifras elevadas. También se observa como el pulmon es el drgano mas
afectado, en cuanto que las iesiones son mas intensas con tiempos de isquemia menores
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y su frecuencia mantiene el mayor valor con tiempos de isquemia mas altos.
; ) . o
En cuanto a los animales sacrificados, ai final de la experiencia el 100%
presentd aspecto normal de los érganos mencionados.

Ascitis v derrame pleural o
La ausencia de derrame fue valorada como 0 y la presencia como 1. La siguiente

tabla muestra los porcentajes de animales de cada serie, que presentaron o no alguna de
estas manifestaciones.

SERIES EXPERIMENTALES
LESIONES | GRADO T (307 IV (60" V1207

0 100% 90% 85%

ASCITIS 1 0% 10% 15%

DERRAME 0 100 100% 90%

PLEURAL 1 T 0% 0% 10%

Inferencia estadistica: La presencia de derrame (entre 0,50 ml y 1 ml), solo se

evidencio en las series IV y V (ascitis) y iinicamente en la serie V en el caso de derrame
pleural.

El 100% de animales sacrificados, al final de la experiencia, independientemente
de la serie, estuvo libre de ascitis y derrame pleural.

Perforacion intestinal

En ningun caso tanto en los animales muertos por causa natural, como en los
sacrificados, se observo perforacidn intestinal.

Presencia de gas intestinal

Fue valorada como grado O la ausencia de gas; grado 1 presencia moderada y

grado 2 presencia de gas abundante en luz intestinal. Los resultados se recogen en la
siguiente tabla:

GAS SERIES EXPERIMENTALES
INTESTINAL 111 (30°) IV (60°) V (120%)
0 30% 20% 0%
I 70% 30% 10%
2 0% 50% 90%

Porcentaje de animales fallecidos por la isquemia, respecto de la presencia de
gas intestinal.

Inferencia estadistica: se aprecia que el hallazgo de gas en intestino en los animales
fallecidos por la isquemia fue un hallazgo frecuente, y que la frecuencia de aparicion de
gas y su intensidad aumentaron con el tiempo de isquemia.

Tan solo un 5% de los animales de las series anteriores, sacrificados al final de
la observacidn, presentaron gases intestinales de grado ! y un 2,5% de grado 2, no

achacables al proceso isquémico puesto que sobrevivieron todo el tiempo de
observacion.
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Hemorragias en luz intestinal

Fueron valoradas como grado 0: ausencia; 1: hemorragia focal; 2: hemorragia en

sabana. Los resultados se recogen en la siguiente tabla:

HEMORRAGIA SERIES EXPERIMENTALES
INTESTINAL III (30%) IV (607 V (1207%)
0 90% 50% 0%
1 10% 25% 25%
2 0% 25% 75%

Porcentaje de animales que presentaron hemorragia intestinal en el momento de

la necropsia.

En ninguna necropsia de los animales supervivientes a la isquemia, sacrificados

al final de la experiencia, se observd hemorragia intestinal.

Desvitalizacion intestinal

Fue valorada como (: ausencia; 1. desvitalizacion discreta; 2: desvitalizacion
moderada; 3: desvitalizacion intensa. Los resultados de las series del estudio de
supervivencia, se recogen en la tabla siguiente como porcentaje de animales y grado de

desvitalizacion intestinal observado:

GRADO DE SERIES EXPERIMENTALES
DESVITALIZACION | III (30%) IV (60°) V (1207

0 10% 0% 0%

1 90% 50% 0%

2 0% 30% 20%

3 0% 20% 80%

En las series de supervivencia con el ensayo de tratamiento con SOD en
comparacion con SS (ambas 60 minutos de isquemia), se obtuvieron los siguientes:

GRADO DE SERIES EXPERIMENTALES
DESVITALIZACION VI (SOD-1) VII (SOD-2)
0 0% 0%
1 60% 50%
2 30% 30%
3 10% 20%

Inferencia estadistica: la intensidad de la desvitalizacion esta directamente relacionada
con el tiempo de isquemia. La mayor severidad de las lesiones aparece en la serie V., en
la que el 100% de los animales mostraron desvitalizacién intestinal, siendo muy intensa
en ¢l 80%.

Ninguno de los animales que sobrevivieron a la isquemia y fueron sacrificados
al final de la experiencia, presentaron desvitalizacion intestinal.

En la serie para el ensayo de la eficacia de la SOD los resultados son similares a
los encontrados en la serie de supervivencia de 60 minutos de isquemia, si bien hay un
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ligero menor grado de desvitalizacion, no significativo, entre la serie tratada con SOD
Tespecto a la tratada con solucion salina.

4.5.4 Estudio microscopico en las series de la curva de supervivencia: L, IL lIL, IVY V

Serie [ (Sham)

El estudio microscopico de las piezas anatémicas de los animales de la serie
dio como resultado la ausencia de lesiones, puesto que no se realizd pinzamiento de la
AMC, por lo que la descripcion de la anatomia patoldgica, se refiere Gnicamente a las
series: II; III; IV y V. La Unica muerte en la serie I o control se produjo post-
intervencion (sham operation), debida a edema y hemorragia agudos de pulmon y shock
cardiocirculatonio.

Serie (15 minutos de IMA)

No muri6 ningin animal por causa directa del proceso de I/R. El tnico animal
fallecido lo fue durante el decimotercer dia post-intervencion, por proceso neumonico,
complicado con edema agudo de pulmén y shock hemodindmico. Los animales
sacrificados al final de la experiencia mostraron:

+ Higado: sin lesiones valorables macroscopicas ni microscopicas. En 2 casos se
aprecio discreto aumento del infiltrado linfohistiocitario portal, sin claro valor
patologico.

- Rifiones: sin alteraciones macroscopicas ni microscépicas valorables.

«  Pulmones: sin alteraciones macréscopicas ni microscopicas valorables, saivo un

' caso en el que se observé alveolitis descamativa focal y leve infiltrado
inflamatorio intersticial linfocitario.

« Pancreas: sin alteraciones morfologicas valorables ni macro ni microscopicas, en
ningun caso.

»  AMC: en el 100% de los animales mostrd permeabilidad y calibre normales y
ausencia de lesiones de la pared vascular. Se observaron adherencias grasas y
fibrosas laxas de la arteria y tejidos circundantes en el 100% de casos, como
consecuencia de la manipulacién durante la intervencion.

- Ganglios linfaticos mesentéricos: el 100% de casos mostraron morfologia sin
alteraciones valorables. Aunque presentaron reactividad inespecifica, con
hiperplasia folicular linfoide, observable también en los animales controles.

»  Yeyuno: la totalidad de los individuos presentaron yeyuno viable. El aspecto
microscdpico y microscopico estuvo dentro de la normalidad.

. fleon: no presentaron en ningin caso alteraciones, macroscopicas, ni
microscopicas valorables.

» Colon. No presenté alteraciones macroscopicas ni microscopicas, en la totalidad
de casos.

En resumen, en ninguno de los animales de la serie II, se observaron alteraciones
valorables, salvo las adherencias laxas de la AMC, y en el caso fallecido al décimo
tercer dia con proceso neumonico, en el que tampoco se demostraron lesiones organicas
o intestinales, salvo en pulmén.

Serie III (30 minutos de IMA)
El nimero total de animales muertos, tras el cuadro experimental, fue de 7

(35%), el resto -13(65%)- sobrevivié durante los 77 dias de observacién. Las lesiones
encontradas fueron las siguientes:
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Higado: ausencia de lesiones en los 20 casos -100%- tanto en animales
fallecidos como en supervivientes.

Rifiones: en los anmimales supervivientes no se observaron lesiones. En los
fallecidos en 4 de los 7 casos, se apreciaron iméagenes de NTA (necrosis tubular
aguda) debido posiblemente al shock isquémico. Mientras que en 3 casos, no se
observaron lesiones valorables. Posiblemente en dependencia con el tiempo de
supervivencia tras la isquemia.

Pulmones: en supervivientes, no se observaron lesiones. En los fallecidos se
observé edema agudo de pulmén y hemorragia pulmonar en 3 casos, edema
agudo de pulmén y congestidn vascular en 5 casos y sin alteraciones valorables
en 2 casos.

Pancreas: el 100% sin alteraciones morfologicas valorables ni macro ni
microscopicas.

AMC: en el 100% de los animales mostrd permeabilidad y calibre normales y
ausencia de lesiones de la pared vascular. Se observaron adherencias grasas y
fibrosas laxas de la arteria y tejidos circundantes en el 100% de los animales
supervivientes, como consecuencia de la manipulacién durante la intervencion,
No se observaron adherencias en AMC de los animales fallecidos tras I/R.
Ganglios linfaticos mesentéricos: el 100% de casos mostraron morfologia sin
alteraciones valorables. Aunque presentaron reactividad inespecifica, con
hiperplasia folicular linfoide, observable también en los animales controles.
Yeyuno: en animales supervivientes sin lesiones en el 100% de los 13 casos. En
los fallecidos, macroscopicamente mostraron congestion vascular intensa todos
ellos -7-. En 7 casos se produjo separacién del epitelio de revestimiento
vellositario (Grado 1) y en 4 ademas se produjo pérdida de este epitelio del apex
vellositario (grado 2). En dos casos se observaron hemorragias de consideracién
y necrosis de la mucosa (grado 3).

fleon: sin lesiones en el 100% de animales supervivientes. En los fallecidos se
observd macroscopicamente congestion vascular intensa en todos los casos y
separacion de la basal del epitelio de revestimiento apical vellositario (Grado 1).
En 4 casos se produjo ademas pérdida parcial de este tiltimo (grado 2). En 3
casos se apreciaron ademas hemorragias intersticiales de consideracién vy
necrosis de la mucosa (grado 3).

Colon. No presento alteraciones macroscopicas ni microscopicas, en la totalidad
de casos.

En resumen, en esta serie, se observaron lesiones intestinales de importancia en

los animales fallecidos a nivel de yeyuno, ileon y pulmén, y en menor proporcion al
nivel renal.

Serie IV(60 minutos de IMA)

El numero total de animales muertos, tras el cuadro experimental, fue de 12

(60%), el resto -8 (40%)- sobrevivié durante los 77 dias de observacion. Las lesiones
encontradas fueron las siguientes:

Higado: Ausencia de lesiones en los animales supervivientes. En los fallecidos
se observo, en 4 congestion vascular moderada y en 8 congestién vascular
intensa, posiblemente asociada a I/R.

Rifiones: en los animales supervivientes no se observaron lesiones. En los
fallecidos en 8 de los 12 casos, se apreciaron imagenes de NTA (necrosis tubular
aguda) debido postblemente al shock isquémico. Mientras que en 4 casos, se
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observé Unicamente congestion vascular. Posiblemente en dependencia con el
tiempo de supervivencia tras la isquemia.

Pulmones: en supervivientes durante todo el tiempo de observacion -8-, no se
observaron lesiones. En los fallecidos se observd edema agudo de pulmén y
hemorragia pulmonar en 8 casos. Edema agudo de pulmoén y congestion vascular
en los 12 casos. En los animales muertos el 4° y 10° dia presentaron proceso
neuménico ademas de edema agudo de pulmon y congestion vascular pulmonar.
Pancreas: el 100% sin alteraciones morfoldgicas valorables ni macro ni
microscopicas.

AMC: en el 100% de los animales mostré permeabilidad y calibre normales y
ausencia de lesiones de 1a pared vascular. Se observaron adherencias grasas y
fibrosas laxas de la arteria y tejidos circundantes en el 100% de los animales
supervivientes a partir del 4° dia -10 casos-, como consecuencia de la
manipulacién durante la intervencion. No se observaron adherencias en AMC de
los animales fallecidos tras I/R o durante el primer dia postintervencion -10
Cas0s-.

Ganglios linfaticos mesentéricos: el 100% de casos mostraron morfologia sin
alteraciones valorables. Aunque presentaron reactividad inespecifica, con
hiperplasia folicular linfoide, observable también en los animales controles.
Yeyuno: en animales supervivientes sin lesiones en 8 casos; en los otros 4 se
observaron alteraciones consistentes en aumento del infiltrado linfohistiocitario
leve, tendencia a la pérdida y desprendimiento de epitelio superficial vellositario
(grado 1) por menor adherencia del mismo. En los fallecidos,
macroscopicamente mostraron congestion vascular intensa todos -12 casos-. En
7 casos se produjo pérdida del epitelio del apex vellositario (grado 2). En 5 casos
se observaron hemorragias de consideracién en la mucosa y pérdida de la lamina
propia por necrosis {grado 3). En 4 casos se observo lesion necrética en capas
musculares, con intensa desvitalizaciéon transmural. Las fibras musculares
muestran homogeneizacién de citoplasma y borramiento nuclear. A nivel de los
ganglios nerviosos vegetativos parasimpatico del plexo mientérico de Auerbach,
se observan neuronas en necrobiosis con cromatolisis y pérdida nucleolar (grado
)

lleon: en animales supervivientes, los hallazgos fueron similares a los del
yeyuno, sin lesiones en 8 casos; en los otros 4 se observaron alteraciones
consistentes en aumento del infiltrado linfohistiocitario leve, tendencia a la
pérdida y desprendimiento de epitelio superficial vellositario (grado 1) por
menor adherencia del mismo. Todos los fallecidos -12 casos-,
macroscopicamente mostraron congestiébn vascular intensa. En 7 casos se
produjo pérdida del epitelio del apex vellositario (grado 2). En 5 casos se
observaron hemorragias de consideracion en la mucosa y pérdida de la lamina
propia por necrosis (grado 3). En 4 casos se observd lesién necrdtica en capas
musculares, con intensa desvitalizacién transmural. Las fibras musculares
muestran homogeneizacion de citoplasma v borramiento nuclear. A nivel de los
ganglios nerviosos vegetativos parasimpaticos del plexo mientérico de
Auerbach, se observan neuronas en necrobiosis con cromatolisis y pérdida
nucleolar (grado 4). Sin lesiones en el 100% de animales supervivientes.

Colon. No presentd alteraciones macroscopicas ni microscdpicas, en la totalidad
de casos. Solo en un caso de los fallecidos mostrd descamacién parcial del
epitelio de revestimiento superficial de la mucosa.
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En resumen, en esta serie, se observaron lesiones intestinales de importancia en

los animales fallecidos a nivel de yeyuno, ileon y en érganos alejados como pulmon, v
en menor proporcion al nivel renal, que se tradujeron en fallo generalizado y muerte.
atribuible en todos los casos al cuadro isquémico.

Serie V(120 minutos de IMA)

El nimero total de animales muertos, tras el cuadro experimental, fue de 1&

(90%), el resto -2 (10%)- sobrevivid durante los 77 dias de observacién. Las lesiones
encontradas fueron las siguientes:

Higado: ausencia de lesiones en los animales supervivientes. En los fallecidos se
observd, en 2 congestidn vascular moderada y en 16 congestion vascular intensa.
posiblemente asociada a I/R.

Rifiones: en los animales supervivientes no se observaron lesiones. En los
fallecidos en 14 de los 18 casos, se apreciaron imagenes de NTA (necrosis
tubular aguda) debido posiblemente al shock isquémico. Mientras que en 4
casos, se observo Unicamente congestion vascular. Posiblemente en dependencia
con el escaso tiempo de supervivencia tras la isquemia.

Pulmones: en los animales supervivientes durante todo el tiempo de observacion
-2-, no se observaron lesiones. En los fallecidos se observo edema agudo de
pulmén y hemorragia pulmonar en 14 casos, edema agudo de pulmén y
congestion vascular en los 18 casos.

Pancreas: el 100% sin alteraciones morfologicas valorables ni macro ni
microscopicas.

AMC: en el 100% de los animales mostro permeabilidad y calibre normales y
ausencia de lesiones de la pared vascular. Se observaron adherencias grasas y
fibrosas laxas de la arteria y tejidos circundantes en los dos ammales
supervivientes, como consecuencia de la manipulacién durante la intervencion.
No se observaron adherencias en AMC de los animales fallecidos tras I/R o
durante el primer dia postintervencion -18 casos-.

Ganglios linfaticos mesentéricos: el 100% de casos mostraron morfologia sin
alteraciones valorables. Aunque presentaron reactividad inespecifica, con
hiperplasia folicular linfoide, observable también en los animales controles.
Yeyuno: en los 2 animales supervivientes se observaron alteraciones
consistentes en aumento del infiltrado linfohistiocitario leve, tendencia al
desprendimiento de epitelio superficial vellositario (grado 1) por menor
adherencia del mismo. En los 18 fallecidos, macroscopicamente mostraron
congestion vascular intensa todos 100%. En 4 casos se produjo pérdida del
epitelio del apex vellositario (grado 2). En 14 casos se observaron hemorragias
de consideracién en la mucosa y pérdida de la lamina propia por necrosis (grado
3). En 12 casos se observo lesion necrGtica en capas musculares, con intensa
desvitalizacion transmural (grado 4). Las fibras musculares mostraban
homogeneizacion del citoplasma y borramiento nuclear. A nivel de los ganglios
nerviosos vegetativos parasimpaticos del plexo mientérico de Auerbach, se
observaron neuronas en necrobiosis con cromatolisis y pérdida nucleolar.

Ileon: en animales supervivientes, (2 casos), los hallazgos fueron similares a los
del yeyuno, con alteraciones consistentes en infiltrado linfohistiocitario
discretamente aumentado en la ldmina propia y tendencia al desprendimiento del
epitelio superficial de la punta de las vellosidades, por menor adherencia del
mismo. En los 18 fallecidos, macroscopicamente, se observé congestion
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vascular intensa (100%). En 4 casos se produjo pérddida del epitelio del apex
vellositario (grado 2). En 13 casos se observaron hemorragias considerables en
Ia mucosa y pérdida de la ldmina propia por necrosis (grado 3). En 11 casos se
observaron lesiones necrdticas en capas musculares, con intensa desvitalizacion
transmural (grado 4). Las fibras musculares mostraban homogeneizacion del
citoplasma y borramiento nuclear. A nivel de los ganglios nerviosos vegetativos
parasimpéticos del plexo mesentérico de Auerbach se observaron neuronas en
necrobiosis, con cromatolisis y pérdida nucleolar.

« Colon. No presentd alteraciones macroscopicas ni microscopicas en los dos
animales supervivientes. En los fallecidos tres casos mostraron descamacién
parcial del epitelio de revestimiento superficial de la mucosa.

En resumen, en esta serie, se observaron lesiones intestinales de gran importancia en

los animales fallecidos a nivel de yeyuno, ileon y en érganos alejados como pulmén, y
en menor proporcion a nivel renal, que se tradujeron en fallo generalizado y muerte,
atribuible en todos los casos al cuadro isquémico intestinal.

4.5.5 Lesiones histopatologicas comparativas en las series de la curva de
supervivencia

En la siguiente tabla se recoge el nimero de animales de cada serie que
presentaron lesiones histélogicas, y entre paréntesis, el porcentaje relativo respecto al
numero 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 relacién entre la interrupcidn experimental del flujo sanguineo y la
aparicion de lesiones histolégicas. El colén en general no mostrd alteraciones o fueron
discretas.

La AMC permanece normal en iodas las series, sin perforaciones,
obstrucciones, o lesion parietal. En todos los casos fue permeable tras la retirada del
microclamp.

En cuanto a los resultados en otros érganos: el pancreas no mostrd ninguna
alteracion. En los ganglios linfaticos mesentéricos se observé reactividad inespecifica
en los limites de la normalidad.

El higado presenta una tasa de afectacién semejante en todas las series,
independientemente del tiempo de isquemia utilizado y de escaso grado. Las lesiones en
¢l pulmén aumentan a medida que la isquemia intestinal se prolonga en el tiempo
alcanzando en la serie V el 100% de los casos. Las lesiones en yeyuno e ileon fueron
similares dentro de la misma serie y progresivas con el tiempo de isquemia en grado de
afectacién y cantidad de animales afectados, alcanzando en la serie V el 100%. Las
lesiones en el colon fueron de escasa importancia en todas las series.

En la tabla siguiente, se muestra el nimero de animales, y porcentajes relativos,

de los grupo de fallecidos de cada serie, en que aparecen alteraciones histologicas, en
los diferentes drganos.
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; SERIES EXPERIMENTALES
ORGANO 11 (15 111 (30”) IV (60°) V (120°)
N° % N° % Ne % N° %
Higado 0/1 0 0/7 0 12/12 | 100 | 18/18 | 100
Rifiones 0 0 4/7 | 57,14 | 1212 | 100 | 18/18 | 100
Pulmones 1/1 100 77 100 | 12/12 | 100 | 18/18 | 100
Pancreas 0/1 0 0/7 0 0/12 | 0 0/18 0
AMC 0/1 0 0/7 0 0/12 0 0/18 0
Ganglios 0/1 0 0/7 0 0/12 0 0/18 0
Y eyuno 0/1 0 17 100 | 12/12 | 100 | 18/18 | 100
Tleon 0/1 0 717 100 | 12/12 | 100 | 18/18 | 100
Colon 0L | 0 0/7 0 1/12 | 833 | 3/18 | 16,66

4.5.6 Estudio microscopico en los animales de las series VIy VII

En los animales supervivientes de la series 6 (SOD-1) y 7 (SOD-2), los

hallazgos histologicos fueron similares. También fueron similares los hallazgos
correspondientes a los animales muertos por el cuadro de I/R en ambas series. Por lo
que el estudio histologico se describe en conjunto.

El nimero total de animales muertos, tras el cuadro experimental, en la serte VI

fue de 4 (40%), el resto -6 (60%)- sobrevivio durante los 77 dias de observacion. En la
serie VII los animales muertos tras la isquemia fueron 5 (50%) y el resto 5 (50%)
sobrevivieron los 77 dias de observacion hasta su sacrificio.

Higado: ausencia de lesiones en los animales supervivientes. En los fallecidos se
observd: serie V1 en todos -4- congestion vascular moderada; serie VII también
en todos los casos -5- congestion vascular moderada. Posiblemente asociada a
I/R.

Riflones: en los animales supervivientes no se observaron lesiones. En los
fallecidos de la serie VI en 2 de los 4 casos, se apreciaron imagenes de NTA
(necrosis tubular aguda) debido posiblemente al shock isquémico. Mientras que
en los otros 2 casos, se observd Unicamente congestion vascular. Posiblemente
en dependencia con el tiempo de supervivencia tras la isquemia. En la serie VII,
se observé en 2 casos, con NTA y el resto -3- casos congestion vascular
moderada. Es posible que la menor afectacidén con respecto a la serie IV de la
curva de supervivencia, se deba los tratamientos con suero o SOD
respectivamente en las series VI y VII. Lo mismo podria decirse de la diferencia
encontrada entre las series VI y VIL

Pulmones: en supervivientes durante todo el tiempo de observacion, no se
observaron lesiones. En los fallecidos de la serie VI se observd edema agudo de
pulmén; hemorragia y congestiéon vascular pulmonar en los 4 casos. En la serie
VII hubo 3 casos con idénticas lesiones a las citadas y en los otros 2 casos, solo
se aprecid congestion y edema agudo de pulmon.

Pancreas: el 100% de los animales de las series VI y VII, sin alteraciones
morfologicas valorables ni macro ni microscdpicas.

AMC: en el 100% de los animales mostrd permeabilidad y calibre normales y
ausencia de lesiones de la pared vascular. Se observaron adherencias grasas y
fibrosas laxas de la arteria y tejidos circundantes en el 100% de los animales
supervivientes, como consecuencia de la manipulacion durante la intervencion.
No se observaron adherencias en AMC de los animales fallecidos tras /R o
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durante el primer dia postintervencion. Los hallazgos fueron similares para las
series VIy VII.

Ganglios linfaticos mesentéricos: el 100% de casos mostraron morfologia sin
alteraciones valorables. Aunque presentaron reactividad inespecifica, con
hiperplasia folicular linfoide, observable también en los animales controles.
Yeyuno: en animales supervivientes de la serie VI sin lesiones en 3 casos: en el
caso restante se observaron alteraciones consistentes en aumento del infiltrado
linfohistiocitario leve, tendencia a la pérdida v desprendimiento de epitelio
superficial vellositario (grado 1) por menor adherencia del mismo. En la serie
VI en 4 casos no se observaron alteraciones y en un caso se observaron
alteraciones consistentes en aumento del infiltrado linfohistiocitario leve.
tendencia a la pérdida y desprendimiento de epitelio superficial vellositario
(grado 1) por menor adherencia del mismo. En los fallecidos de la serie VI.
macroscopicamente mostraron congestion vascular intensa todos -4 casos-. En
los 4 casos se produjo pérdida del epitelio del apex vellositario {grado 2). En 3
casos se observaron hemorragias de consideracion en la mucosa y pérdida de la
lamina propia por necrosis (grado 3). En 2 se observaron lesiones necroticas en
capas musculares, y desvitalizacién transmural. Las fibras musculares en estos 2
casos mostraron homogeneizacion de citoplasma y borramiento nuclear. A nivel
de los ganglios nerviosos vegetativos parasimpatico del plexo mientérico de
Auerbach, se observan neuronas en necrobiosis con cromatolisis y pérdida
nucleolar en 3 casos. En los fallecidos de la serie VI, macroscdpicamente
mostraron congestién vascular intensa todos -5casos-. En 4 casos se produjo
pérdida del epitelio del apex vellositario (grado 2). En 4 casos se observaron
hemorragias de consideracién en la mucosa y pérdida de la lamina propia por
necrosis (grado 3). En 3 se observaron lesiones necréticas en capas musculares,
y desvitalizacién transmural. Las fibras musculares en estos 3 casos mostraron
homogeneizacion de citoplasma y borramiento nuclear. A nivel de los ganglios
nerviosos vegetativos parasimpético del plexo mientérico de Auerbach, se
observan neuronas en necrobiosis con cromatolisis y pérdida nucleolar en 4
casos.

ileon: las lesiones son similares a las del yeyuno. En animales supervivientes de
la serie VI sin lesiones en 3 casos; en el caso restante se observaron alteraciones
consistentes en aumento del infiltrado linfohistiocitario leve, tendencia a la
pérdida y desprendimiento de epitelio superficial vellositario (grado 1) por
menor adherencia del mismo. En la serie VII en 4 casos no se observaron
alteraciones y en un caso se observaron alteraciones consistentes en aumento del
infiltrado linfohistiocitario leve, tendencia a la pérdida y desprendimiento de
epitelio superficial vellositario (grado 1) por menor adherencia del mismo. En
los fallecidos de la serie VI, macroscépicamente mostraron congestion vascular
intensa todos -4 casos-. En los 4 casos se produjo pérdida del epitelio del apex
vellositario (grado 2). En 3 casos se observaron hemorragias de consideracién en
la mucosa y pérdida de la lamina propia por necrosis {grado 3). En 3 se
observaron lesiones necrdticas en capas musculares, y desvitalizacion
transmural. Las fibras musculares en estos 3 casos mostraron homogeneizacion
de citoplasma y borramiento nuclear. A nivel de los ganglios nerviosos
vegetativos parasimpdatico del plexo mientérico de Auerbach, se observan
neuronas en necrobiosis con cromatolisis y pérdida nucleolar en 3 casos (grado
4). En los fallecidos de Ia serie VII, macroscopicamente mostraron congestion
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vascular intensa todos -5 casos-. En 4 casos se produjo pérdida del epitelio del
apex vellositario (grado 2). En 4 casos se observaron hemorragias de
consideracion en la mucosa y pérdida de la lamina propia por necrosis. (grado
3). En 3 se observaron lesiones necréticas en capas musculares, y desvitalizacién
transmural. Las fibras musculares en estos 3 casos mostraron homogeneizacion
de citoplasma y borramiento nuclear. A nivel de los ganglios nerviosos
vegetativos parasimpatico del plexo mientérico de Auerbach, se observan
neuronas en necrobiosis con cromatolisis y pérdida nucleolar en 3 casos (grado
4).
En resumen, en esta serie, se observaron lesiones intestinales de importancia en
los animales fallecidos a nivel de yeyuno, ileon y en érganos alejados como pulmon, y
€n menor proporcion a nivel renal, que se tradujeron en fallo generalizado y muerte.
atribuible en todos los casos al cuadro isquémico.

4.5.7 Estudio microscopico en las series de animales VIII, IX y X, para el estudio de
la peroxidacion lipidica

En la serie VIII o control (TBA-C), no se observaron lesiones ni macro ni
microscopicas, en 6rganos de los 5 animales de la serie.

Todos los animales de 1a serie IX (TBA-SOD) y de la serie X (TBA-SS), fueron
sacrificados tras una hora de reperfusién. No se produjeron muertes espontaneas en ese
tiempo. Los hallazgos histologicos fueron similares, por Io que el estudio histologico se
hace en conjunto.

» Higado: ausencia de lesiones de consideracion en los estudios de microscopia
Optica, en ambas series. En todos los casos se produjo congestion vascular
sinusoidal de moderada intensidad.

» Rifiones: ausencia de lesiones de consideracién en todos los casos de ambas
series. En todos los casos de ambas series se observd congestion vascular de
moderada intensidad.

« Pulmones: en 7 casos (7/15) se observd edema agudo de pulmén y congestion
vascular. En el resto sin alteraciones.

Pancreas: el 100% de los animales, sin alteraciones morfolégicas valorables ni

macro ni microscopicas.

+ AMC: en el 100% de los animales de las series [X y X mostraron permeabilidad
y calibre normales y ausencia de lesiones de la pared vascular. No se observaron
adherencias.

»  Ganglios linfaticos mesentéricos: el 100% de casos mostraron morfologia sin
alteraciones valorables. Presentaron reactividad inespecifica, con hiperplasia
folicular linfoide, todos los casos.

*  Yeyuno: en todos los casos de la serie IX (15), se observd edema discreto
moderado en la lamina propia y submucosa. En 10 casos se observo ademas
hemorragias focales (10/15) en la lamina propia y aparicion del espacio de
Gruenhagen (grado 1) y denudacion del epitelio de la punta de las vellosidades
en otras areas (grado 2). En la serie X se observo en todos los casos (15) edema
moderado en la ldmina propia y submucosa. En 12 casos, se observaron amplias
hemorragias en la lamina propia y aparicién del espacio de Gruenhagen (grado
1) y denudacidn del epitelio de la punta de las vellosidades (grado 2). En 2 casos
se produjo pérdida total del epitelio vellositario vy necrosis parcial del epitelio
glandular (grado 3).
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Ileon: en la serie IX se observo en todos los casos (15), edema discreto en la
l4mina propia y submucosa. En 9 casos (9/15) se observaron ademas
hemorragias focales en la lamina propia y aparicion del espacio de Gruenhagen
{(grado 1) y focdlmente, denudacion del epitelio de la punta vellositaria (grado
2). En la serie X se observo en todos los casos (15) edema discreto - moderado
de la lamina propia y submucosa. En 10 casos (10/15) se observaron ademas
hemorragias en la lamina propia y aparicion del espacio de Gruenhagen (grado
1) y denudacidn del epitelio de la punta vellositaria en amplias areas (grado 2)
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Figura 22: Isquemia 60 minutos; lesiones en yeyuno: espacios de Gruenhagen a
nivel de las vellosidades. (Hematoxilina-eosina x 600).

:

Figura 23: Isquemia 30 minutos; lesiones en yeyuno: vista detallada de una
vellosidad mostrando la lesion inicial (espacios de Gruenhagen). (Hematoxilina-
eosina x 1000).
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Figura 24: Denudacion completa del epitelio vellositario, con necrosis parcial del
resto de la mucosa (grado 3). (Hematoxilina-eosina x 100).

Figura 25: Detalle de la fotografia anterior. (Hematoxilina-eosina x 600).
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Figura 26: Isquemia 120 minutos: Denﬁacmﬁ completa del epitelio vellositario,
con pérdida del epitelio de las criptas de la 1amina propia (grado 4). (Hematoxilina-
eosina x 150).

et i

E igl'lra 27; _Isquemia 120 minutos: Necrosis completa transmural, vellosidades y
lamina propia denudadas de epitelio (grado 4). (Hematoxilina-eosina x 100).
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TP I SN YR A UL R TR T Y
Figura 28: Isquemia 120 minutos: necrosis de coagulacion a nivel de las capas
musculares. Las fibras musculares han perdido el nicleo y el citoplasma aparece
rosado y homogéneo (grado 4). (Hematoxilina-eosina x 400),

Figura 29: Isquemia 120 minutos: ganglio vegetativo parasimpatico
correspondiente  al plexo mioentérico de Auerbach mostrando neuronas
ganglionares con gran picnosis nuclear y vacuolizacién citoplamatica asi como
pérdida de pericitos (grado 4). (Hematoxilina-eosina x 1000).

S TE,
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o

nquitha o
gran congestion vascular, a nivel de los tabiques interalveolares. También se
observa inicio de marginacion leucocitaria. (Hematoxilina-eosina x 400).

o e o 4 y
— AR Y M g e & , X

Figura 31: Isquemla‘120 minutos: borramiento estructura~alveolar; los

alveolos aparecen ocupados por exudados propios del edema agudo de pulmon y

hemorragia. (Hematoxilina-eosina x 400).

121



5. DISCUSION

5 DISCUSION

5.1 Supervivencia en animales sometidos a isquemia-reperfusion de la arteria
mesentérica craneal.

En nuestro estudio de supervivencia, varios grupos de animales fueron
sometidos a diferentes tiempos de isquemia de la arteria mesentérica craneal,
observando que la supervivencia se va reduciendo a medida que aumenta €l tiempo de
isquemnia en dicho vaso. El calculo estadistico, demostro la implicacion del tiempo de
isquemia en las posibilidades de supervivencia, disminuyendo la supervivencia, en
relacion unicamente a la variable “tiempd” .

Nosotros obtenemos, con tiempos de 15 minutos de isquemia, una supervivencia
del 95%; con 30 minutos del 65%; con 60 minutos una supervivencia del 40 % y de tan
solo el 10% con 120 minutos, apreciandose una evidente y directa relacion entre
mortalidad y el tiempo de isquemia, comprobada mediante el estudio estadistico
correspondiente, en el que se encuentran diferencias muy significativas de
supervivencia a partir de los 60 minutos de isquemia respecto a la serie control
(p=0,008) aumentando esas diferencias en la serie isquémica de 120 min (p=0,000).
Respecto a las series isquémicas de 15 y 30 min las diferencias de supervivencia no son
significativas (p=1,00 y p=0,09 respectivamente)

En la bibliografia consultada, se han encontrado trabajos en los que se hace una
valoracion de la supervivencia o mortalidad en animales sometidos a diferentes tiempos
d¢ isquemia: Shapiro et al,*’ en 1958, someten a isquemia a la AMC durante una hora a
conejos, obteniendo una supervivencia del 11% en los animales sin ningln tipo de
tratamiento. Caridis, Cuevas y Fine,”” en 1972 obtienen una supervivencia del 0%
(mortalidad del 100%) entre las 2 y tres horas postreperfusion, también tras una
isquemia de 1 hora de la AMC. Guijarro en 1994,” obtiene una supervivencia del 50%
tras 30 minutos de isquemia y de un 40% después de 60 minutos. En otro trabajo
realizado en conejos, Guijarro ef a/ 2!7 encontraron una relacién directa entre el tiempo
de oclusién mesentérica, la gravedad de las lesiones y el aumento de la mortalidad.

En perros, Hashimoto y Thal,”® en 1971 obtienen una supervivencia del 100% a
las 48 horas tras 30 minutos de isquemia. Chiu er a/ ** en 1970 obtienen una
supervivencia del 11% tras tres horas de clampaje de la AMC. Mahonar y Tyagy 5 en
1973, obtienen una supervivencia del 0% (mortalidad 100%) tras ligar la AMC durante
2 horas, con un rango de supervivencia entre 7 y 8 horas.

En ratas, en 1983, Grosfeld et a/ * encuentran una supervivencia del 18% en
ratas sometidas a 1 hora de isquemia mesentérica. Boorstein ef a/ * en 1958 provocan
isquemia clampando durante 85 minutos la AMC de un grupo de ratas y obteniendo un
21% de supervivencia en un lote tratado con solucién salina. Riera et al en 1991,
obtienen un 80% de supervivencia tras 60 minutos de oclusion de la AMC. Fernandez,
Martinez y Vega,®'® sometieron a ratas a un pinzamiento de la AMC durante 30
minutos, obteniendo una supervivencia del 7% a las 24 horas. Sun, Farias y Markov,”
también tras 30 minutos de isquemia, obtuvieron una supervivencia del 57% a las 48
horas en ratas macho. Sawchuck et a/*" después de 90 minutos de pinzamiento arterial,
obtuvieron un 15% de supervivencia. Ben-Dahan et a/** tras 120 minutos de oclusién
vascular encontraron una mortalidad del 34% a las 24 horas de observacion. Resultados
parecidos obtuvieron Boornstein, Lawrence y Cronenwett,” también con 120 minutos
de isquemia y una mortalidad del 24% a las 48 horas. Carnés et al**' en 1997, publican
el periodo de supervivencia para cuatro periodos de tiempo diferentes en ratas
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encontrando una significacion estadistica entre el tiempo de isquemia y la mortalidad.
Carnés en 1999,” encuentra una mortalidad que variaba desde el 0% con 15 minutos de
1squemia mesentérica al 100% a los 180 minutos con una tasa de letalidad 50 en torno a
los 60 minutos para las hembras y de mas de 120 minutos para los machos.

En hamsters, Boyd er a/ ® tras 30 minutos de isquemia mesentérica obtuvieron
una supervivencia del 25%.

En clinica humana, Martinez et a/*** encontraron, que los fallecimientos se
incrementaban progresivamente al aumentar el tiempo de isquemia, observando que
eran maximos tras 60 horas de isquemia y que transcurrido este tiempo, descendian
bruscamente hasta niveles inferiores al 4%.

Considerando estos trabajos se observa que los autores obtienen diferentes
porcentajes de supervivencia con los mismos animales para iguales tiempos de IMA,
advirtiendo que no esta bien determinada una tasa letal media aproximada. Es
significativo en algunos casos, las grandes diferencias de mortalidad y asi, en conejos,
entre el 11% de supervivencia de Saphiro tras | hora de isquemia y el 40% observado
por Guijarro *° después de los mismos 60 minutos en la misma especie animal, nuestros
resultados se aproximan a éste Gltimo.

Si bien estas diferencias ponen de manifiesto la existencia de un desacuerdo
patente entre los autores sobre la relacién tiempo de Isquemia - supervivencia, sin
embargo, todos comparten la idea de que la mortalidad se incrementa cuanto mayor es
el tiempo de la anoxia intestinal.

Otro de los hallazgos encontrados en el estudio de supervivencia es el hecho de
que la mortalidad de los animales sometidos a isquemia intestinal se produce sobre todo
en los primeros dias post-intervencién y especialmente en los primeros dos dias. De los
38 animales sometidos a isquemia que fallecieron durante el estudio, 34 lo hicieron
durante las primeras 24-48 horas, lo cual supone un porcentaje del 89,47%. Traspasado
este umbral de tiempo, la mortalidad total obtenida durante los siguientes 75 dias, se
redujo a un poco significativo 10,43%. Con este hecho comprobamos que la isquernia
mesentérica aguda, cursa con mortalidad también de forma aguda, por lo que, en futuros
estudios experimentales de supervivencia, los tiempos de observacion podrian reducirse,
siendo suficiente una semana de observacion en lugar de las 11 semanas empleadas en
este estudio.

Del mismo hallazgo se desprende que en la pauta terapéutica a seguir en
situaciones de isquemia intestinal lo mas importante es encontrar tratamientos
medicamentosos o quirirgicos que ayuden a superar este corto y critico periodo de
tiempo.

En cuanto a las causas de la mortalidad v segun la bibliografia consultada, son
varios y no uno sélo, los factores que pueden explicar las lesiones isquémicas que
conducen a la muerte. Desde hace afios, numerosos autores apoyan la teoria de que los
RL son agentes primordiales implicados en la produccién de las lesiones isquémicas;
otros sostienen que las lesiones mas graves se producen por la propia destruccién
celular del tejido durante la isquemia; algunos basan su teorfa en la accién desmesurada
de las células polimorfonucleares tras la revascularizacion; por Gltimo, un cuarto grupo,
relaciona las altas tasas de mortalidad con la sepsis generalizada que acompaiia al
ambiente anaerobio. Creemos que todos y cada uno de estos hechos ayudan a
comprender mejor el proceso isquémico.

Se mantiene que los RL, juegan un papel primordial en el agravamiento de las
lesiones debido a las peculiaridades que presentan y a la facilidad con que se generan.
Los RL son, posiblemente, los agentes menos sujetos a control desde el momento en el
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que se inicia la manipulacion del animal. Gil ez a/*** describieron la lipoperoxidacion de
las membranas con 3 procederes anestésicos, lo que aporta una idea sobre la actuacion
de los RL. Si durante el desarrollo del proceso isquémico y la posterior
revascularizacién, se produce un pico en la produccién de estas sustancias, es logico
pensar que su implicacién en las lesiones sea de considerable importancia. No obstante.
la principal duda surge cuando se valora su actividad y si potencialmente son capaces de
provocar la muerte a un individuo isquémico por si solos.

La accion de los RL es primordial en las lesiones tisulares, aunque no son los
lnicos agentes que causan dafios, por lo que es dificil demostrar que la mortalidad de
los individuos sea debida su accién exclusiva.

La relacion existente entre los procesos de reperfusion, la formacién 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 areas reperfundidas otorga a los neutrdfilos un papel
importante en las lesiones tisulares postisquémicas y aunque el tratamiento con
antioxidantes atenta las lesiones provocadas por la I/R, no se puede atribuir
exclusivamente la gravedad del proceso a los agentes oxidantes

La proliferacion bacteriana masiva y la liberacion 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
infeccién que afecte a la totalidad del organismo. Como consecuencia, se origina
vasodilatacién periférica y aumento del gasto cardiaco. Todo ello conduce a un fallo
multiorganico con afectacién de otros érganos. Fontes et al*** demostraron que tras un
cuadro experimental de I/R se inducia un fallo en la médula 6sea, provocando a corto
plazo una depresién de la granulopoyesis, v 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 valoré de manera directa la presencia de
bacterias como consecuencia de la isquemia, se hizo un seguimiento de los animales que
presentaron gas intestinal después del periodo isquémico, encontrandose una clara
relacién entre el tiempe de isquemia y la abundante presencia de gas, lo cual puede ser
indice de sepsis intestinal, hecho que dejamos pendiente de ulteriores investigaciones.

Iguaimente, se contrastd que las lesiones tisulares e histolégicas producidas por
la falta de sangre oxigenada, en muchas ocasiones son de un grado de severidad tan
elevado que, harian inviable la recuperacion del intestino conduciendo a la muerte del
animal.

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 andxica puede producir un desequilibrio trascendental en la
homeostasis del organismo. Por otro lado, tampoco puede entenderse la lesidn
isquémica sin considerar la gran cantidad de cascadas andémalas 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, la cual desvela la
existencia de diferencias entre lesiones reversibles e irreversibles, lo que determinan la
posibilidad de un tratamiento y la posible supervivencia.
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Otro factor implicado en la supervivencia digno de tener en cuenta es el estatus
anestesico del animal. En la mayoria de los modelos experimentales de isquemia
intestinal revisados, no se menciona este estatus, limitandose los autores a citar el
farmaco inductor. Los distintos modelos experimentales realizados en conejos,
encontrados en la bibliografia fueron hechos empleando pentobarbital sédico. En
nuestro trabajo, usamos para la induccién una mezcla de ketamina y xilazina, que dadas
sus propiedades farmacologicas, analgésicas, miorelajantes y ansioliticas, proporciona
un estado de relajacion muy favorable y menos agresivo para los prolongados procesos
de intervencién quirirgica, especialmente en las series de mayor tiempo de isquemia,
continuandose la fase operatoria con anestesia gaseosa con una mezcla de oxigeno,
protoxido de nitrégeno e isofluorano. En este sentido, obtenemos unas supervivencias
ligeramente superiores a las citadas por Guijarro er @i en 1997, en similares
condiciones de isquemia pero empleando pentotal sddico como agente anestésico.

Ademés de la reversién farmacolégica de los agentes anestésicos, en el
postoperatorio inmediato se producen cambios funcionales en el individuo, como
consecuencia del traumatismo quirurgico que es importante valorar.

Aunque el efecto anestésico desaparece en pocos minutos tras finalizar la
intervencion quirdrgica, ademas de la mayor o menor cantidad de gases anestésicos
respirados, el efecto traumatico de la operacién puede tener alguna implicacién en la
evolucion postquirtrgica del animal. En este efecto traumatico se incluiria la produccion
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, y la innumerable cantidad

de procesos anémalos que desencadena el infarto intestinal con la alteracion de la
homeostasis del organismo.

3.2 Supervivencia en la isquemia-reprefusién mesentérica em relacién al
tratamiento preventivo con superéxido dismutasa

Hasta el momento se han empleado muchas sustancias a base de antioxidantes y
secuestradores de los radicales con el fin de mejorar la supervivencia de los procesos
isquémicos. En el presente trabajo se empled una enzima, la superdxido dismutasa
(SOD), para tratar de modificar los indices de supervivencia de las series animales a las
que se practicé un clampaje de la AMC vy posterior reperfusién, obteniendo una ligera
reduccion de la mortalidad no significativa.

Los resultados obtenidos por los diversos autores han sido muy desiguales y la
mayoria de ellos estin sujetos a las variables dependientes, entre las que destacan los
tiempos de isquemia, el tipo de antioxidante empleado o la concentracién de éstos.
Muchos de estos trabajos, independientemente de la sustancia utilizada, informan de
efectos terapéuticos o protectores considerables, pero al igual que en los hallazgos
obtenidos por nosotros, estas mejoras no siempre resultaron estadisticamente
significativas.

Entre los diferentes autores consultados, no encontramos un acuerdo claro en
relacion con el tiempo de isquemia de la AMC que se ha de aplicar para experimentar el
efecto de algin tratamiento, por lo que nosotros hemos tratado de aproximarmos al
tiempo mas cercano de nuestras series de supervivencia que produce el 50% de la
mortalidad (TI-50), empleando segun este criterio la serie de 60 minutos de isquemia,

para los ensayos comparados de supervivencia en animales tratados con superoxido
dismutasa.

125



5. DISCUSION

Las series tratadas con SOD aumentaron un no significativo 10% los valores de
supervivencia en relacion a los controles (del 50% en la serie tratada con S.S. a 60% en
la serie con SOD). Otros autores, como Ortiz-Lacorzana et a/ % obtuvieron en ratas un
aumento de la supervivencia, también estadisticamente no significativo. Dalsing et a/ "’
encontraron que ratas macho tratadas exclusivamente con SOD aumentaban la tasa de
supervivencia un 25%, pero este aumento tampoco resulté estadisticamente
significativa.

Este aspecto pondria de manifiesto, una vez mas, que aunque los RL juegan un
papel importante en las lesiones por I/R, no son los tnicos responsables del cuadro
patologico. La muerte de los individuos tras la I/R, depende de multiples 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 destruccién masiva producidas por la falta de oxigeno y en la
imposibilidad de prevenir la activacién de los neutrofilos, responsables en su mayoria
de las lesiones producidas durante la reperfusion. Granger et al ®' demostraron gue el
tratamiento con SOD no ejerce un efecto directo sobre la inhibicién de adherencia
leucocitaria al endotelio de los vasos.

En condiciones fisiologicas normales, las células estan provistas de mecanismos
de neutralizacién frente a RL, presentando niveles adecuados de SOD, tanto en su
interior como en fluidos extracelulares. Ambas formas difieren en la masa molecular
relativa, y aunque el papel biolégico que desempefia la SOD extracelular no estd
aclarado totalmente, parece ser que se asocia a las superficies de las células endoteliales,
protegiéndolas frente a agentes oxidantes.””® Cuando se produce un aporte exdgeno de
la enzima, los niveles extracelulares se elevan de forma considerable, aunque el efecto
protector que realizan no parece ser muy elevado. Kyle ef a/**’ demostraron que es
necesario que la enzima sea incorporada a las células por endocitosis a fin de que el
efecto protector sea méaximo. Este hecho supone una aportacion manifiesta a la
implicacion de la SOD en la supervivencia de los animales. Es probable que animales
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 estarian mas dafiadas y el
mecanismo de endocitosis més alterado.

La SOD seria capaz de reducir, moderar y atenuar las lesiones en el propio
organo 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 derivan
de la insuficiencia de oxigeno que se produce durante la oclusion experimental de la
arteria, debido a la accién 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 actian a diferentes niveles. Homans er
al*® y Tanaka er al” en los afos 1992 y 1993 respectivamente, y de forma
independiente, estudiaron el efecto sobre tejidos 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 los RL, han administrado la SOD conjugada con sustancias como el
polietilenglicol con el fin de aumentar 1a vida media del enzima, haciendo que se libere
gradualmente en el medio y dotando al individuo de un tratamiento con efecto
retardado. En el presente trabajo se aplicé la enzima libre, no conjugada a otras
sustancias puesto que se considerd que la actuacion de los RL es masiva con la
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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 Ia 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, aplicandolo antes de la aparicion masiva de RL, preparando asi una
primera barrera protectora y evitando un pico en la concentracion.

5.3 Peroxidacién lipidica v su modificacién por superoxido dismutasa

Otamiri,”’ al valorar la permeabilidad vascular y cuantificar los niveles de

MDA libre en el intestino, en ratas sometidas a I/R intestinal pudo observar que la
isquemia, seguida de reperfusion, incrementaba la permeabilidad vascular y el
contenido de MDA libre en la mucosa, asociado a un incremento de la peroxidacién
lipidica.

Este MDA liberado es un metabolito secundario de la actuacién de los RL, que
puede considerarse como indicador fiable del efecto de éstos sobre las membranas, de
modo que su cuantificacién libre en el tejido proporcione una aproximacién veraz al
proceso de peroxidacion lipidica y a la génesis de un desequilibrio en el microambiente
del tejido anéxico. Esta explosion de RL en el medio no sélo ejerce un efecto lesivo a
nivel intestinal sino que es capaz de afectar a Organos mds distales, induciendo la
destruccion de las membranas.

En nuestro modelo experimental se someti6 a una serie de conejos a 60 minutos
d€ isquemia seguidos de otros 60 minutos de reperfusion, encontrandose un aumento
considerable de los niveles de MDA libre que, valorados mediante el test del TBA,
alcanzaron un valor medio de 54.6654 (DE=33.4784) nmoles de MDA por gramo de
tejido. La estrategia de infusion de la SOD en dos tiempos, inmediatamente antes de la
repermeabilizacion y durante los 10 minutos inmediatamente posteriores a ésta, siguié
lo expuesto en los trabajos de Ceconi et al,# que afirmaron que los niveles de MDA
libre en el tejido son practicamente inapreciables durante la isquemia y tras los primeros
momentos de la reperfusién, y es transcurridos unos minutos cuando se dispara la
peroxidacion lipidica y se producen las reacciones que liberan MDA al tejido. Con este
fin se eligieron estos tiempos de infusion, con objeto de que la actividad del enzima
fuese maxima coincidiendo con el momento de mayor concentracion de radicales.

Los resultados obtenidos cumplieron el supuesto de normalidad, realizado
mediante el test de Shapiro-Wilks, con una distribucién 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 en que se realizé tnicamente una operacion simulada, con
laparotomia, pero sin isquemia, 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 hipdtesis de un incremento significativo de la peroxidacién lipidica y de la
destruccién 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 control y Van Ye er a/**? obtuvieron un incremento significativo del MDA
libre en intestino con tan sélo 10 minutos de isquemia y 60 minutos de reperfusion.

Actualmente, los antioxidantes se encuentran en concentraciones elevadas en
numerosos alimentos, afiadiéndose incluso en los piensos para animales (vitamina E).
para evitar el enranciamiento prematuro de las grasas. Por este motivo, en el presente
trabajo se selecciond cuidadosamente la alimentacion asegurando que el pienso
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suministrado a los conejos de las series experimentales, no superase la cantidad de 100
mg/100 gr de vitamina E, ya que concentraciones altas de antioxidante en la dieta
podrian posiblemente influir en los resultados finales, modificando las concentraciones
finales de MDA.

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 4cidos grasos poliinsaturados y
ademas presentan canales anidnicos, a través de los cuales pueden penetrar sustancias
como el radical superdxido; éste, en presencia del catién hierro se transforma mediante
la reaccion de Fenton en radical hidroxilo, agente altamente toxico. La hemoglobina
estimula la peroxidacién lipidica debido a la presencia de atomos de hierro en su
estructura, generandose una nueva cascada de peroxidacion y de liberacion de otros
RL.* Este hecho explica la posibilidad de valorar la peroxidacion lipidica directamente
en plasma tras un episodio de isquemia en cualquier regién del organismo.*?

La capacidad de propagacién 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
acompatiando a cualquier proceso isquémico agudo, y en especial al infarto 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 peroxidacién 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
peroxidacién y su presencia en el medio actia como un agente agravante de las lesiones,
puesto que provoca una disminucion de la deformacién de los eritrocitos e incrementa la
viscosidad de la sangre, con el mas que posible riesgo de generacion de microémbolos a
nivel capilar, que obstaculizan la correcta reentrada de sangre.

Estos resultados avalan los resultados del presente trabajo, puesto que existe una
diferencia manifiesta en los niveles de MDA entre individuos isquémicos e individuos
normales. La isquemia mesentérica induce por tanto peroxidacion lipidica, iniciada por
accion directa de los RL i]ue $¢€ generan como consecuencia del proceso.

Deshmukh ef a/*** en 1997, utilizaron ratones transgénicos con sobrexpresion de
Cu/Zn SOD. Los expusieron a 45 minutos de isquernia mesentérica con 4 horas de
repermeabilizacion y los compararon con un grupo control de ratones no manipulados
gencticamente y sometidos al mismo periodo de isquemia reperfusion. A continuacién
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 los procesos de peroxidacion lipidica durante la I/R.

Nuestros resultados son similares ya que comprobamos que en la serie de
animales isquémicos a los que se administrd solucion salina, los niveles de MDA
aumentaron considerabiemente, mientras que en la serie tratada con SOD, estos valores

S¢ mantuvieron en todos los animales muy bajos (por debajo del limite de deteccion del
método).
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54 Lesiones

5.4.1 Alteraciones fisiopatologicas
Produccion de gas intestinal

Se observo antes de la reperfusion, al finalizar el tiempo de isquemia, como
manifestacién indirecta de los efectos producidos por ésta.

Durante la isquemia el ambiente anaerobio facilita un microclima favorable para
el desarrollo de numerosas especies bacterianas, habituales de los tramos finales del
intestino, con un aumento incontrolado de la proliferacién bacteriana y la consiguiente
hiperproduccion gaseosa. Todo esto, unido a la disminucién del peristaltismo intestinal.
consecuencia de la anoxia, favorece el acimulo de bolsas de gas en las porciones
distales del intestino.*® Carbonell er al demostraron un aumento significativo de
bacterias, principalmente Gram negativos y anaerobios, en la luz intestinal,”® cuando
producian I/R experimental en ratas, comprobando también que el numero de estas no
se reducia tras la reperfusion. El aumento de colonias bacterianas, seria responsable
ademas de una produccién anormal de endotoxinas, induciendo importantes reacciones
biologicas. No sélo el intestino v las estructuras proximas se ven afectadas por la
presencia de endotoxinas, sino que éstas pueden alcanzar el torrente sanguineo y pasar &
la circulacién sistémica, extendiendo la sepsis a regiones alejadas, principalmente &
higado y pulmones. Fontes ez al,*** valoraron en ratas macho sometidas a 45 minutos de
IMA, la actividad de mieloperoxidasa en pulmén, encontrando lesiones irreversibles en
el mismo como consecuencia de endotoxinas liberadas durante isquemia mesentérica.

' En nuestra experiencia, este gas se encontraba a menudo en el intestino £grueso y
otras veces en el ciego, llegando en ocasiones a duplicar su volumen normal, Se
manifesto, sobre todo, en los animales sometidos a mayor tiempo de oclusion vascular.
siendo su incidencia practicamente nula en las series de poco tiempo de anoxia.

En las series I v II no se encontrd ningun animal con exceso de gas en el
intestino, en cambio en la serie V (1squemia 120 minutos), el 100% de los animales
presentaron meteorismo en diferente proporcion. Entre estas dos series, en las IH y IV,
s¢ aprecio un aumento progresivo de la intensidad de la aparicion de gas intestinal, de
manera creciente a medida que aumentaba el tiempo de isquemia.

Hemorragias intestinales

Se estudiaron tras los diferentes periodos de 1squemia, viendo el cambio de
tonalidad de la pared intestinal, con regiones rojo oscuro, repartidas de forma irregular a
lo largo de todo el intestino. A medida que el tiempo de anoxia aumentaba, se
observaron extravasacidnes sanguineas en forma de hemorragias intraluminales.
apareciendo un 93% en la serie V (120 minutos de isquemia), en la que un 53% de
animales presentaron hemorragia en sibana y un 40% hemorragias focales. Esta
extravasacion masiva hacia la luz intestinal, fue contrastada por Bounus,! quien Ia
describi6 diciendo que “la serosa presenta un aspecto rojo oscuro por la abundante
acumulacién de sangre en el lumer’. Bounous realizé un seguimiento en humanos.
identificando numerosos parametros en la descripcion del proceso isquémico como
mortalidad, sintomas, etiologia, alteraciones estructurales, tanto microscopicas como
macroscopicas.

La pérdida masiva de sangre consecuente al proceso isquémico puede tener
repercusiones serias a la hora de la recuperacién del animal, puesto que favorece el
debilitamiento del animal, y el agravamiento del proceso patoldgice, ya que implica un
posible shock hemorragico v menor capacidad de recuperacion. La rotura masiva de los
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vasos afectaria inicialmente a aquellos de pequefio y mediano calibre, interconectados
directamente con la mucosa y submucosa, 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 afeccién, de caracter muy agude.
tendrian muy mermadas sus posibilidades de revertir ¢l cuadro isquémico, puesto que
las lesiones serian practicamente irreversibles. Martinez ez a/ *** 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, mezclada con el mucus y el
contenido intestinal, ofrece una explicacién a la presencia de heces hemorrégicas en los
animales que realizaron deposiciones en las horas posteriores asi como a la mayor
presencia de sangre en heces, en aquellos con mayor tiempo de isquemia mesentérica.

5.4.2 Lesiones macroscépicas

El mtestino del conejo, presenta una irrigacion peculiar, con una innumerable
red de arterias que se anastomosan entre si y que, en casos de necesidad, suplen las
deficiencias leves y ocasionales que pueda tener alguna region,

Las dreas mas afectadas por una falta de riego sanguineo son las regiones mas
distales, quedando atenuados los procesos isquémicos cuanto mas proxima esta la zona
al posible riego de otro tronco arterial. Tales son los casos del duodeno y del colon, los
cuales, aunque reciben su principal aportacién sanguinea de la AMC, pueden ser
regados respectivamente por la arteria celiaca y por la arteria mesentérica caudal. En
estos casos, cuando se produce una disminucién en el aporte sanguineo, ésta puede ser
suplida momentaneamente por el riego de éstas arterias.

La gravedad de las lesiones intestinales producidas como consecuencia de la
isquemia, fue proporcional al tiempo de ésta, siendo maxima en los conejos de la serie

V (120 minutos de isquemia) y minima en los animales de la serie II (15 minutos de
isquemia).

Desvitalizacion intestinal

Pocos minutos después de la oclusion arterial, el intestino adquiere una tonalidad
violacea, rojo oscuro, con congestion y aspecto deslustrado. Cuando el tiempo de
isquemia se prolonga, aparecen areas de color rojo violdceo maés intenso y aspecto
desvitalizado siendo tanto mas abundantes cuanto mayor es el tiempo de isquemia. Esta
manifestacion es explicable, por la necrosis isquémica por anoxia. Al no circular la
sangre, esta se acumula en las arterias, el latido desaparece y la sangre no se oxigena.
tornandose en un rojo violaceo intenso como consecuencia del acimulo de CO2. Este
fenémeno se revierte inmediatamente tras la reentrada de sangre, observandose una
recuperacion del latido y un restablecimiento 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 un
seguimiento en casos humanos con isquemia mesentérica no encontrd ningun 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 explicacion a la ausencia de roturas en la pared podria hallarse en que el
cuadro isquémico es lo suficientemente prolongado como para causar lesiones muy
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severas e incluso producir la muerte, pero no es suficiente para una rotura completa de
la serosa, que produzca una perforacién parcial del tubo intestinal. Joison afirma que en
periodos prolongados de ausencia de riego, 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 1a pared intestinal se torna por completo necrotica, 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 supervivencia del animal, esto se
traduciria en una necrosis litica, que conduciria a la perforacién y rotura de la pared
intestinal. Este hecho es facilmente observable en el caso de la mucosa, puesto que la
necrosis requiere menos tiempo. En efecto, puede verificarse que a nivel intestinal, un
suficiente tiempo de isquemia, produce en primer lugar necrosis de coagulacion,
seguida de necrosis litica, sobre todo a nivel de la mucosa, aunque las lesiones de las
capas musculares y serosa se producirian con mayor lentitud y aunque la viabilidad de
la pared intestinal ya no sea posible, no se verifica la perforacion 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 protrusion en la serosa (Ortiz Lacorzana er a/ *), observable a los pocos minutos de
isquemia. Las placas aparecen como nédulos blanquecinos de pequefio tamafio y
superficie granulosa, que se distribuyen a lo largo de todo el intestino delgado, muy
posiblemente debido a un adelgazamiento de la pared. Pocos autores se hacen eco de
esta mayor manifestacion de los nodulos linfaticos del intestino. La presencia de una
hipertrofia de los nédulos linfaticos intestinales pudiera ser una de las claves del
aumento del infiltrado linfohistiocitario en tejidos isquémicos y la puesta en marcha de
la respuesta inmunolégica como consecuencia del shock isquémico. En ningun caso
aumenta el mimero de placas de Peyer distribuidas por el intestino, lo que ocurre es un
aumento del tamafio y un cambio de color, sin que se detecte éxtasis linfatica
secundaria.

Aunque autores como Camporro y Van Ye et a/,**? afirman que el tratamiento
con SOD, reduciria significativamente las alteraciones histoldgicas v ultraestructurales
del tejido sometido a isquemia y posterior reperfusion, disminuyendo las lesiones en la
mucosa, ¢n mnuestro trabajo se observa una ligera reduccion en el grado de
desvitalizacion intestinal, aunque no significativa.

5.4.3 Lesiones microscopicas.
Intestino delgado

En todas las especies animales, la reduccién del flujo sanguineo al intestino
produce alteraciones caracteristicas en el tejido intestinal, tanto mas graves cuanto
mayor es el tiempo de anoxia tisular. En nuestro trabajo observamos que, mientras que
los animales con periodos breves de anoxia, sufrieron lesiones que afectaron a las capas
internas de la pared intestinal, especialmente a la mucosa, con destruccion del epitelio y
dafio méas o menos severo de la lamina propia (grados I y II}, las 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, la destruccién del tejido afectaba a
todas las capas, con desaparicién completa de mucosa o submucosa y afectacion muy
severa de las capas musculares (grado IV), llegando incluso esta afectacion a los plexos
nerviosos del intestino con destruccién neuronal.

Estas lesiones originarian un shock organico, con hemorragias masivas y
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liberacion anormal de productos celulares, como proteasas € hidrolasas que agrgvarian
el dafio producido por la isquemia. Si las lesiones generadas como consecuencia de la
anoxia celular son de gran magnitud, estas se acentiian aiin més cuando se restablece la
circulacién y la sangre oxigenada vuelve a ocupar las arterias intestinales. Parks v
Granger ** afirman que el cuadro hipéxico por si solo no juega un papel tan importante
en la patogénesis de Ia isquemia intestinal, sino que simplemente actia como llave para
iniciar una serie de procesos lesivos que se disparan con la reintroduccion 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 isquemia seguido de
un Uinico momento de revascularizacién. Las lesiones microscopicas que encontraban
eran mas agudas en procesos intermitentes que en cuadros continuos.

En el presente trabajo, v al ser un estudio de supervivencia a largo plazo no se
observd la afectaciéon del tejido en diferentes etapas, sino que se comprobaron las
lesiones que se producian en los animales fallecidos tras el cuadro de isquemia
reperfusidn, llegando a la conclusién de un importante componente andxico en la
gravedad de las lesiones, combinado con el efecto de los RL tras la reperfusion.

Considerando la trascendencia de las lesiones isquémicas y las producidas tras la
reentrada de sangre, se podria admitir un agravamiento del proceso patolégico durante
Ia repermeabilizacién del tejido isquémico, siempre que éste mantenga un mimmo de
viabilidad tras el shock andxico. Es muy probable que animales sometido a mayores
tiempos de isquemia, en los cuales se produciria una afectacion masiva de todas las
capas, con manifestaciones de infarto transmural, destruccion del tejido nervioso y
hemorragia masiva, la reentrada de oxigeno poco mds 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
regenerarse tras una lesidn, estimandose en horas el plazo normal para que esto suceda.

Los episodios isquémicos, no son una excepceion y tras padecerlos el intestino se
regenera en plazos especialmente breves.

En los resultados obtenidos en nuestro trabajo, al tratarse de un estudio a largo
plazo (11 semanas), no se comprobé el periodo en el cual se producia la restitutio ad
integrum del epitelio, pero si se observo, que al finalizar éste plazo, la mayoria de los
animales que sobrevivieron al episodio isquémico, recuperaron totalmente su epitelio, si
bien en los animales sometidos a mayor tiempo de isquemia, quedaron lesiones
remanentes de pequefia intensidad (grado 1), compatibles con una funcionalidad y
homeostasis normales similar a la que tenian que tenian antes de la intervencion.

Por el contrario, en los animales con lesiones severas en el intestino, afectacion
del sistema nervioso auténomo entérico, alteracién del peristaltismo y alteraciones
severas en la microcirculacion, probablemente se haga inviable la reentrada de sangre.
impidiendo la reepitelizacién de 1a mucosa y ocasionando el fallecimiento del animal.

Este hecho explicaria la “barrera criticd” de las 60 horas para la supervivencia.
puesto que transcurrido este tiempo, los animales supervivientes habrian regenerado el

epitelio intestinal, siempre que las lesiones sistémicas no sean especialmente
importantes.

Intestino grueso

Aungque el colon esta irrigado por las arterias colicas, procedentes de la AMC, la
arteria colica siniestra se anastomosa con la arteria mesentérica caudal, formando una
arcada vascular responsable del aporte sanguineo a ésta parie del tracto intestinal. Este
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hecho es el responsable de que, tras la obliteracion de la AMC, no se encuentren lesiones
de importancia en el intestino grueso.

En nuestro trabajo, las lesiones encontradas en las muestras de colon fueron de
intensidad minima (descamacion parcial del epitelio de revestimiento) y restringidas
Unicamente a los animales sometidos a elevados tiempos de isquemia —60 y 120
minutos- y pueden ser atribuidas mas al fallo multiorganico que se genera tras la
isquemia mesentérica, que a la falta de aporte sanguineo al intestino grueso.

5.4.4 Alteraciones en otros érganos

Hay que sefialar que las lesiones isquémicas no se producen Unicamente en la
region privada de riego, sino que también afectan a otros organos, siendo de especial
trascendencia las producidas en el pulmén. En nuestro trabajo, la gravedad de las
lesiones producidas tras la isquemia intestinal, fue en gran medida proporcional al

tiempo de anoxia tisular, con un patron similar en animales sometidos a las mismas
condiciones.

Arteria Mesentérica Craneal

El 100% de los individuos sometidos a IMA presentd una correcta reperfusion
tras la retirada del microclamp que obstruia el flujo de sangre a través de la arteria.
hecho que se comprobd por observacién de la recuperacion del latido arterial en el
momento del desclampaje y por el cambio de color del intestino afectado.

Macroscdpicamente, en los animales que revertieron el cuadro isquémico y que
sobrevivieron las 11 semanas, la AMC presentaba adherencias periféricas, hecho
justificable por la diseccion quirurgica. Estas adherencias no se pudieron observar en los
animales que murieron por causas atribuibles a la isquemia y que fallecieron
mayoritariamente en las primeras 24-48 horas post intervencion.

Microscopicamente se comprobé la permeabilidad total del vaso, con ausencia
de trombos, lesiones endoteliales, fibrosis, disminucién del calibre etcétera que
hubiesen podido generar un nuevo cuadro 1Squémico.

Todo ello permite deducir, que la arteria fue manipulada correctamente y que las
lesiones encontradas, tanto en el intestino, como en el resto de estructuras, se debieron
linica y exclusivamente al cuadro andxico provocado por el pinzamiento de la AMC vy al
posterior efecto de la repermeabilizacién.

Pulmones

El pulmén es un érgano especialmente vulnerable tras la /R del intestino.
Schmeling ef al,'™ encontraron en ratas sometidas a diversos tiempos de isquemia que.
tras 120 minutos de reperfusién, en todas ellas se producia un aumento de la
permeabilidad pulmonar con afectacién de las células endoteliales y reduccion de la
energia almacenada en forma de fosfatos en el tejido pulmonar. Las lesiones
pulmonares fueron de mayor intensidad a medida que el tiempo de isquemia fue mayor.

Estos resultados sugieren que la isquemia mesentérica no es un proceso
estrictamente localizado en el territorio arterial correspondiente sino que afecta también
a organos alejados y especialmente al pulmon.

En nuestro estudio, las alteraciones macroscopicas mds frecuentes en los
animales fallecidos, fueron congestion vascular, edema agudo de pulmén y en algunos
casos hemorragias pulmonares, confirmandose estos resultados por el estudio
microscopico. Los animales supervivientes, salvo un fallecido de la serie II (15 minutos
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de isquemia) que murié como consecuencia de un proceso neumonico complicado con
edema agudo de pulmén y shock hemodinamico, no presentaron lesiones

Estas lesiones, incluyendo la presencia de infiltrado linfohistiocitario, y
alteraciones en los tabiques alveolares, segun Lorente er al, ™ ademas de tener un
importante componente mecénico y bioquimico, pueden tener su origen en un estado de
sepsis generalizada, Ia cual, en pocas horas provocaria cambios histoldgicos a nivel
sistémico, especialmente de caracter pulmonar.

El edema agudo se produciria como resultado de una lesion vascular difusa de
los vasos de la microcirculacion, con acumulacion de liquido intersticial en los tabiques
interalveolares, que se manifestaria como un engrosamiento del espacio intersticial en
tabiques interalveolares y produccién del liquido edematoso en el lumen alveolar como
consecuencia de una presion capilar andmala.

A causa de la isquemia se liberan mediadores inflamatorios y quimioatrayentes
de neutréfilos, del tipo de endotoxinas, citoquinas y productos derivados de la cascada
del dcido araquidonico; ello provoca una retencion de estos elementos celulares en los
intersticios; asi se explicaria el aumento considerable de infiltrado leucocitario que se
observa en el tejido pulmonar. Simpson et al’* afirman que un porcentaje muy
importante de las manifestaciones patolégicas producidas en el pulmén tras la I/R
mesenterica, se deben a la presencia de polimorfonucleares (PMN), y estas lesiones se
ateniian considerablemente por un tratamiento que induzca neutropenia.

Los PMN, ademdis de aumentar el edema, se adhieren al endotelio vascular

provocando una alteracién fisiologica de la respiracion como consecuencia de una
congestidén vascular.

Higado

Poggetti er al * encuentran lesiones hepdticas postisquémicas, aunque en
ningun caso tan significativas como las del pulmén. Suso Alea et al ®! apuntan que estas
lesiones hepaticas afectan mas severamente al metabolismo que a la propia estructura
anatdmica.

En nuestro trabajo, la necropsia revel6 que la principal lesion observada fue la
congestion hepatica, de intensidad proporcional al tiempo de isquemia y presente en los
animales fallecidos sometidos a elevados tiempos de isquemia (60 y 120 minutos), con
ausencia de lesiones en los supervivientes y en los animales sometidos a tiempos
inferiores.

El estudio microscépico confirmé la congestion vascular con focos de necrosis y
afectacién de células de Kupffer.

La congestion vascular es atribuible, al igual que las lesiones pulmonares, a un
fallo hemodinamico general, ya que el higado, al ser la viscera con mayor metabolismo
de todo el organismo por la que atraviesa toda la sangre procedente del intestino a través
de la circulacién portal, recibiria todas las sustanctas anormales y toxicas que se generan
como consecuencia de la isquemia, incluyendo factores inflamatorios, quimioatrayentes,
citoquinas y demds sustancias anomalas, que alcanzarian el torrente sanguineo
sistémico, previo paso a través del higado.

En estas condiciones, la presencia de PMN , contribuiria a agravar estas lesiones
hepaticas, las cuales pueden constituir una de las causas de la génesis del sindrome de
fallo multiorgénico, encontrado en algunos animales.

En resumen, si bien aparecen lesiones moderadas en el higado de animales
fallecidos sometidos a elevados tiempos de I/R, la ausencia de lesiones en los no
fallecidos que se recuperaron, confirmaria la baja severidad de las lesiones hepaticas, las
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cuales pueden ser completamente revertidas durante el tiempo de observacion.

Pancreas

No se han encontrado trabajos en la bibliografia consultada que hagan referencia
a lesiones pancredticas en estudios de isquemia - reperfusion.

En nuestro trabajo no hemos encuentrado lesiones morfologicas, macroscopicas
o microscopicas en ninguno de los animales estudiados, sometidos a isquemia 0 no..

Rifiones

No se ha encontrado en la bibliografia, estudios renales tras la isquemia
intestinal; tan sélo Stanton et a/ 7 mencionan en clinica humana un 6% de enfermos
con complicaciones renales en un estudio llevado a cabo con 23 pacientes de isquemia
mesentérica.

En nuestro trabajo, encontramos alteraciones renales como congestion vascular y
necrosis tubular aguda.

La congestion vascular, aparecié en algunos de los animales fallecidos
sometidos a 60 minutos (4 de 12) y a 120 minutos de IMA (4 de 18). No se encontro en
ningun animal sometido a tiempos inferiores.

La NTA se presentdé en intensidad creciente en relacion con el tiempo de
1squemia, apareciendo en algunos de los animales fallecidos sometidos a 30 minutos de
IMA (4 de 7), a 60 minutos (8 de 12) y siendo maximas en los fallecidos con 120
minutos de IMA (14 de 18).

En los animales de las series del estudio de peroxidacion lipidica, sacrificados
Infraquinirgicamente, no se observaron lesiones renales, solo congestion vascular de
moderada intensidad, probablemente por falta de tiempo para el desarrollo de lesiones
nds intensas.

Estas lesiones, al igual que las hepaticas, parecen ser debidas mas al fallo

multiorgénico que se genera después de la isquemia mesentérica, que a una
consecuencia directa de ésta.
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CONCLUSIONES

La isquemia por oclusién y posterior repermeabilizacion de la arteria mesentérica
craneal en conejos Nueva—Zelanda, provocsd tasas de mortalidad significativas y
directamente proporcionales al tiempo de isquemia.

El proceso cursé de forma aguda, ya que la mortalidad se produjo principalmente
durante las primeras 24 horas postisquemia, disminuyendo drasticamente a las 48
horas y siendo esporadica a partir del 2° dia. Las posibilidades de supervivencia ante
la isquemia aguda de la arteria mesentérica craneal fue practicamente de la totalidad
de los animales que lograron sobrevivir 48 horas despues de la reperfusion.

La prueba del TBA demostrd elevados niveles de MDA, indicadores de
peroxidacion lipidica en la pared del intestino delgado del conejo, como
consecuencia de la accion de los radicales libres del oxigeno en animales sometidos
a isquemia - reperfusion de la AMC.

La utilizacion de superéxido dismutasa como antioxidante, disminuy6 de forma muy
acusada esta peroxidacién lipidica, disminuyendo muy significativamente los
niveles de MDA.

La utilizaciéon de superéxido dismutasa, produjo un ligero incremento -no
significativo- de la supervivencia, - provocada por la oclusién y posterior
repermeabilizacion de la arteria mesentérica craneal.

La isquemia - reperfusién de la arteria mesentérica craneal, provoco alteraciones
" histopatolégicas en el intestino delgado asi como lesiones multiorganicas a distancia
de intensidad proporcional al tiempo de isquemia y que por si solas justifican el
fallecimiento de los animales en esta situacion.

El tratamiento con superoxido dismutasa durante la fase de reperfusién fue capaz de
disminuir la intensidad de las lesiones histopatoldgicas producidas por la isquemia -
reperfusion

El modelo experimental de isquemia - reperfusién intestinal estudiado en conejos,
ha demostrado ser valido y util, para estudios de supervivencia en estos animales, si
bien por el carcter agudo de este proceso, puede reducirse el tiempo de observacion
de 11 semanas post intervecion, sin modificacion de resultados.

El modelo también se ha demostrado de utilidad, en ensayos clinicos de
medicamentos y substancias destinadas a la terapia y prevencién de las
consecuencias del sindrome de isquemia - reperfusion intestinal,
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Introduccion

La isquemia en diferentes drganos estd involucrada en una amplia vaniedad de
procesos patoldgicos humanos v animales, siendo la causa mas comin de muerte en ¢l
mundo occidental. Paraddjicamente, el alivio de la situacién isquémica mediante la
reperfusion puede incrementar el dafio.

El propdsito de este trabajo es el estudio a nivel experimental en conejos Nueva
Zelanda, de la isquemia aguda de la arteria mesentérica craneal (AMC), la cuantificacion
de la peroxidacion lipidica producida por los radicales libres (RL) durante la fase de
repermeabilizacion, asi como la eficacia terapéutica de antioxidantes como la superdxido
dismutasa (SOD). Los objetivos concretos son:

= Desarrollar una técnica experimental adecuada de produccion de isquemia aguda
de la arteria mesentérica craneal en el conejo mediante la obstruccion quirurgica de
la AMC y posterior reperfusién de la misma.

+ Efectuar con dicho modelo un estudio de supervivencia a distintos tiempos de
isquemia (control, 15, 30, 60 y 120 minutos). Establecer el tiempo de isquemia que
produce una tasa de mortalidad 50.

» Valorar el dafio tisular provocado por la isquemia-reperfusiéon en el territorio
intestinal irrigado por esta arteria, estudiando las alteraciones morfologicas
producidas a diferentes tiempos.

"+ Determinar el grado de peroxidacién lipidica producida en el intestino por dicha
1squemia-reperfusion, valorando analiticamente la produccion de radicales libres
mediante el test del acido tiobarbitirico (TBA).

+ Comprobar el efecto de substancias antioxidantes como la superéxido-dismutasa de
Zn sobre la peroxidacion lipidica valorando las modificaciones en la tasa de
supervivencia, la produccién de radicales libres en los organos y los cambios
morfolégicos y funcionales en relacidén con animales testigos en los animales
sometidos a isquemia y tratados.

Material y método

El estudio se realizé en las instalaciones quirirgicas y animalario del servicio de
Cirugia Experimental del Hospital Militar Gémez Ulla,

Se emplearon 165 animales distribuidos en 11 series. Para el estudio de
supervivencia se emplearon 5 series de 20 conejos cada una de las cuales fue sometida a
0, 15, 30, 60 y 120 minutos de isquemia respectivamente. Para el ensayo clinico de
supervivencia con SOD, se emplearon dos series de 10 animales cada una, que fueron
sometidas a 60 minutos de isquemia, aplicando en una de ellas una terapia preventiva de
SOD y en la otra, usada como control, solucién salina fisiologica. Para el estudio de la
peroxidacién lipidica en animales tratados con SOD y sin tratar, se emplearon tres series
de 15 animales, una de ellas usada como control para ver los niveles basales de MDA en
animales no isquémicos y otras dos en las que los animales fueron sometidos a 60
minutos de isquemia y tratados con SOD o con solucién salina fisiolégica en cada caso.

La anestesia se realizé induciendo con una mezcla de ketamina y xilazina por via
endonasal y manteniendo la anestesia con una mezcla gaseosa de oxigeno y protoxido
de nitrégeno en la que se vaporizaba isofluorano, a través de un equipo Boyle.

Las intervenciones quirirgicas se desarrollaron en un quiréfano experimental con
su equipamiento habitual, empleando una caja estandar de cirugia abdominal, afiadiendo
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unicamente como material especifico un disector curvado para aislar la AMC, unas
cintas vessel-loop de goma para manejar este vaso y un microclamp de material plastico
y aplicacion digital para provocar la isquemia.

La infusion intravenosa de SOD o SS, se realizé a través de un microsistema de
infusién con un catéter venoso Abocath del n°® 24, que se insertd en una de las venas
marginales de la oreja del conejo, y se conectd a una jeringuilla de insulina acoplada a
un microinyector de precision, administrando 2 dosis de 200 Ul’kg de SOD en 0,33
ml’kg de SS o solo 0,33 ml/kg de SS, la primera en bolo antes de la reperfusion y la
segunda durante los primeros 10 minutos tras ésta.

La peroxidacion lipidica de los segmentos intestinales se estudio realizando el test
del TBA, con material estandar de laboratorio y un espectrofotometro con capacidad de
lectura en la banda de los 535 nm. Con patrones de MDA, se calibré el sistema
construyendo una recta patron de regresion a la que se sometieron todos los problemas.

Las necropsias de los animales muertos o sacrificados se realizaron
sistematicamente, obteniendo muestras de los dérganos para su posterior examen
histopatoldgico que se realizo en el Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital
Militar Gémez Ulla.

El estudio estadistico, se hizo para las series de supervivencia mediante el método
de Kaplan-Meier, utilizandose el test del x2 para obtener los valores comparativos de la
distribucion Chi cuadrado, la p de Pearson y el grado de significacion para un error
unilateral de p = 0,05. Para el ensayo clinico valorando la peroxidacién lipidica
determinando los niveles cualitativos de MDA, se empled el test de la T de Student para

muestras emparejadas y obteniendo de igual forma el grado de significacion para un
error unilateral de p = 0,05.

Resultados y discusion

La supervivencia en animales sometidos a isquemia de la AMC, disminuye de
torma proporcional y significativa (p < 0,001) al tiempo de isquemia, variando desde un
95% de supervivientes con 15 minutos de 1squemia, 65% con 30 minutos, 40% con 60
minutos y solamente un 10% con 120 minutos. La mortalidad provocada por la
isquemia sigue un camino inverso, incrementandose en proporcién al tiempo de
isquemia.

En la serte de 15 minutos de isquemia el Unico fallecimiento se produjo en las
primeras 24 horas post intervencion. En la serie de 30 minutos fallecieron 7 animales,
todos ellos también durante las primeras 24 horas. De la serie isquémica de 60 minutos
fallecieron 12 animales, 8 de ellos las primeras 24 horas, uno al segundo dia otro en el
4%, otro en el quinto y otro en el undécimo. En la ultima serie sometida a 120 minutos de
isquemia, de los 18 animales muertos, 17 fallecieron en las primeras 24 horas y uno al
segundo dia. En total las bajas de toda la experiencia de supervivencia fueron 38 (47,5
%). De ellas el 86.9 % se produjeron el las primeras 24 horas, 5.3 % en el 2° dia y un
2,60 % los dias 4°, 5° y 11°. Por lo que se puede afirmar que la mortalidad en todas las
series se produce principalmente durante las primeras 24 horas, disminuyendo
drasticamente el 2° dia y siendo esporadica a partir de éste.

En la serie sometida a isquemia durante 60 minutos y tratada con SOD (200 x 2
Ul/kg) la supervivencia no fue significativamente superior (p = 0,75) a la de los
animales de la serie control que fueron tratados en las mismas condiciones de isquemia
unicamente con solucién salina. La SOD, a pesar de su demostrado efecto terapéutico
apreciable en el manejo clinico de la isquemia, posiblemente debido a las lesiones
multiorganicas a distancia de caracter irreversible ya instauradas como consecuencia de
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la anoxia intestinal, no fue eficaz en nuestras condiciones de estudio para modificar
sensiblemente la supervivencia.

Animales sometidos a 60 minutos de isquemia y posterior repermeabilizacion
durante otros 60 minutos, presentaron un elevado incremento de los niveles de MDA
(media 54,6654 nm/gr), valorado mediante el test de] TBA en intestino delgado, como
indice de la peroxidacion lipidica, respecto a un grupo control de animales sometidos a
operacion simulada (sham) sin isquemia (MDA medio inferior a 0,000002532 nm/gr.
limite de deteccion del método). Al aplicar SOD (dos dosis de 200 UL’kg) en otra serie
de animales sometidos a las mismas condiciones de isquemia — reperfusion, los valores
de MDA tisular, disminuyeron de forma muy significativa (p < 0,00001) hasta niveles
similares a los de animales no sometidos a isquemia.

Las lesiones producidas por la isquemia - reperfusion de la arteria mesentérica
craneal, fueron de intensidad creciente y proporcional al tiempo de isquemia. En
intestino delgado las lesiones variaron desde ausencia de lesidon (grado 0), a lesiones de
grado 1 (desarrollo del espacio subepitelial de Gruenhagen) hasta grado 4 (necrosis ¥
pérdida de materia evidente en capas musculares, con pérdida de la totalidad de la
mucosa), dependiendo de los tiempos de isquemia, siendo maximas con 120 minutos de
isquemnia.

En otros organos se produjeron lesiones a distancia, especialmente en pulmones.
ocasionando situaciones de fallo multiorganico que condujeron a la muerte de los animales

con elevados tiempos de isquemia y a la recuperacion total de aquellos sometidos a
tiernpos bajos de isquemia.

Conclusiones

La isquemia y posterior repermeabilizacién de la arteria mesentérica craneal en
conejos Nueva-Zelanda, provoco unas tasas de mortalidad, significativa y directamente
proporcionales con relacion al tiempo de isquemia.

Cursa predominantemente de forma aguda, aumentando las posibilidades de
supervivencia con el paso del tiempo va que la mortalidad se produjo principalmente
durante las primeras 24 horas postisquemia disminuyendo drasticamente a las 48 horas
y siendo esporadica a partir del 2° dia.

La prueba del TBA demostré elevados niveles de MDA, indicadores de
peroxidacion lipidica en el intestino delgado del conejo, como consecuencia de la
accion de los radicales libres del oxigeno en animales sometidos a isquemia -
reperfusion de la AMC.

La utilizacién de superdxido dismutasa como antioxidante, disminuyé de forma
muy acusada esta peroxidacion lipidica, disminuyendo muy significativamente los
niveles de MDA.

La utilizaciéon de superdxido dismutasa, produjo un ligero incremento -no
significativo- de la supervivencia, provocada por la oclusion y posterior
repermeabilizacion de la arteria mesentérica craneal.

La isquemia - reperfusion de la arteria mesentérica craneal, provoco alteraciones
histopatolégicas en el intestino delgado asi como lesiones multiorgéanicas a distancia de
intensidad proporcional al tiempo de isquemia y que por si solas justifican el
fallecimiento de los animales en esta situacion.

El modelo experimental estudiado, ha demostrado ser valido y util, para estudios
de supervivencia en conejos, aunque, puede reducirse el tiempo de observacion de I1

semanas, ast como en ensayos de medicamentos destinadas a la terapia y prevencion del
sindrome de isquemia - reperfusion intestinal,
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Introduction

The ischaemia in different organs is involved in a wide variety of human and
animal pathological processes, being common cause of death in the western world.
Paradoxically, the relief of the ischaemic status by means of the reperfusion can
increase the damage.

The purpose of this work is to study in experimental New Zeland rabbits, the acute
ischaemia of the artery mesenteric cranealis, the quantification of the lipid peroxidation
occasioned by oxygen free radicals (RLO) during, the repermeabilizacién phase, and the
therapeutic effectiveness of superoxide dismutase (SOD). The specific objectives looked
are:

» Developing an adequate experimental technique of production of acute ischaemia
in intestinal region in the rabbit by surgical obstruction of the arteria mesenteric
cranealis (AMC), followed by a period of reperfusién.

» Performing with this model a study of survival at different times of ischaemia
(sham, 15, 30, 60 and 120 minutes), establishing the time in which an approximate
rate of 50% of mortality takes place.

»  Vaulting the tisular damage caused by the ischaemia - reperfusién on the intestinal
territory irrigated by this artery, studying the morphologic alterations taken place in
the different times.

Determining the degree of lipid peroxidation that take place in the small bowel as a

consequence of this ischaemia-reperfusion, vaulting the production of oxygen free

radicals (RLO) with the test of the thiobarbituric acid (TBA).

 Checking the therapeutic effect over the ischaemia lesions of antioxidative
substances like Zn-superoxide-dismutase over the lipid peroxidation, vaulting the
modifications on the survival rates, the production of oxygen free radicals in the
organs and morphologic and functional changes.

Material and method

The study was carried out in the surgical rooms and animal experimentation
facilities of the Service of Experimental Medicine and Surgery, in the Military Central
Hospital Goémez Ulla, in Madrid.

165 animals were used distributed in 11 series. For the study of survival, 5 series
of 20 rabbits each one were employed and subjected at 0, 15, 30, 60 and 120 minutes of
ischaemia respectively, letting later a free repermeabilization. For the clinical assay of
survival with SOD, two series of 10 animals were used, being subjected to 60 minutes
of ischemia, and applying in one of them a preventive therapy of SOD and in the other
one, used as control, physiologic saline solution. Finally, three series of 15 animals were
used to evaluate the basal levels of MDA, one of them as a control in non ischemic
animals and other two subjected to 60 minutes of 1schemia, treated with SOD or
physiologic saline solution respectively.

The anaesthesia was induced with an endonasal mixture of ketamine and xilazine
and maintained with oxygen and nitrogen protoxide gas mixture, in which isofluorano
were vaporised, through of an anaesthesia equipment Boyle.

The surgical operations were performed in an experimental surgical room with
habitual equipment, employing a estindar box of abdominal surgery, added of a specific
material as a dissection clamp, vessel-loop rubber strips, and a microclamp of plastic
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material for clamping the mesenteric artery, causing of ischaemia.

The infusion of SOD or SS, was carried out by IV injection through an infusion
microsystem composed by venous catheter Abocath (num. 24), to be inserted in one of
the marginal veins of the rabbit ear and a insulin syringe coupled to a precision
microinjector able to supply the established dose for each animal in the exact time for
each experience (10 minutes).

The lipid peroxidation of the intestinal segments was studied carrying out the
TBA test, with estandar laboratory equipment and a spectrophotometer with reading
capacity at the band of 535 nm. The system was calibrated with known samples of
MDA, and a regression pattern line was drawing to be compared with the problem
samples.

The necropsy of dead or euthanasied animals were carried out systematically,
obtaining samples from the internal organs, to be later histopatologicaly examined in the
Service of Pathological Anatomy of the Hospital Gémez Ulla.

The statistical study, was made for the survival series by the method of Kaplan-
Meier, using the test of square Chi to obtain the comparative values of the distribution,
the P of Pearson and the significance degree for an unilateral error of p = 0,05. Student
T test was used (for matched samples and an unilateral error of p = 0,05) for the clinical
assay testing the lipid peroxidation by determination of the quantitative levels of MDA,

Results and discussion

The survival time in animals subjected to ischemia of the AMC, decreases in a
proporticnal and significant relation (p < 0,001) with the time of ischemia, varying from
95% of surviving with 15 minutes of ischemia, 65% with 30 minutes, 40% with 60
minutes and only a 10% with 120 minutes. The mortality caused by the ischemia
follows an inverse road, being increased in proportion at the time of ischemia.

In the 15 minutes ischemic series the only animal deceased, did it in the first 24
hours post operation. 7 animals from 30° series died all of them also during the first 24
hours. 12 animals of the ischemic series of 60 minutes died, 8 of them the first 24 hours,
one in the second day, another in the 4th, another in the 5th and another in the eleventh.
In the last series subjected to 120 minutes of ischemia, 17 of the 18 animals died in the
first 24 hours and one to the second day. The deceased animals of the whole experience
were 38 (47,5%). The 86.9% of deaths took place in the first 24 hours, 5.3% in the 2°
day and 2,60% the days 4°, 5° and 11°. The mortality in all the series takes place mainly
during the first 24 hours, diminishing drastically during the second day and making
sporadic from this date.

The survival was not significatively higher (p = 0,75) for the 60 min ischemic
animals 60 minutes tried with SOD (200 x 2 TU/kg), that the control series treated only
with saline solution. This is possibly due to distant multiorganic lesions established as a
consequence of the intestinal anoxia.

Animals subjected to 60 minutes of ischemia and later repermeabilizacion during
other 60 minutes, presented a very significant increment (p < 0,00001) of the quantity of
measurable MDA, indicative of the lipid peroxidation (TBA Mean 54,6654 m/gr) tested
by the test of the TBA, in affected intestinal segments in relation with a control group
without ischemia. When applying SOD (200 x 2 IU/kg) in another series of ischaemic
animals (60 min ischemia and 60 min reperfusion), these figures of tissue MDA,
lowered until levels below the limit of detection of the method (0,000002532 (m/gr), in
the same way that animals not subjected to ischemia.

The lesions provoked by AMC ischemia, were of increased intensity and
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proportional to the ischemia time. In the thin bowel the lesions varied from degree O (no
lesion), to degree 1 (development of the subepitelial Gruenhagen space), until degree 4
(necrosis and substance lack in muscular layers, with loss of the mucous), depending on
the ischemia time, becoming maximum at 120 minutes of ischemia.

Distance lesions were produced in far organs, specially lungs, provoking situations
with multiorganic failure and shock, that led the animals subjected to high ischemia time to
dead and those subjected to low ischemia time to survival with a total recovery.

Conclusions

The occlusion and later repermeabilizacién of arteria mesenteric cranealis, causes
an increment of the mortality in New-Zealand rabbits, significantly proportional at the
time of ischemia.

The mortality takes place mainly during the first 24 hours post-ischemia,
diminishing drastically the 2° day and being sporadic after this date, reason why it is
possible to state that the course of ischemia is predominantly acute, increasing the
possibilities of survival only letting the time pass.

The ischemia-reperfusion of the artery mesenteric cranealis causes a quantifiable
increment in the lipid peroxidation of the small intestinal mucosae in the rabbit, as
consequence of the action of the oxygen free radicals. This increment can be evaluated
with the TBA test

The use of the enzyme superoxide dismutase as an antioxidant, diminishes in a
very significant way the lipid peroxidacién of the small bowel mucosae in the AMC
ischaemic rabbit.

The use of the enzyme superoxide dismutase like antioxidant, increase lightly,
although without statistical significance, the survival rate caused by the occlusion and
later repermeabilizacion of arteria mesenteric cranealis.

More consequences of ischemia-reperfusién in the territory of artery mesenteric
cranealis, are morphologic and histopathologic alterations that take place not only in the
thin bowel, but in far organs, in which provokes multiorganic distance lesions, that
justify by themselves the death of the animals,

The experimental model has demonstrated to be useful and valuable for survival
studies, although it is possible to reduce the proposed observation time (11 weeks); it
also may be useful in clinical assay of drugs and products intended to therapy and
prevention of the ischemia - reperfusion syndrome.
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AGV
AMC
AMP
ATP
BHT
DNA
E
ECG
FA
FDP
GHB
GPO
GSH
HPLC
1AM
A

PVC

RMPN
50D
SRI

S8
TBA

VCC
VMC

X0

Acidos grasos volatiles

Arteria mesentérica craneal
Adenosin monofosfato
Adenosin trifosfato

Butil hidroxi tolueno

Acido desoxirribonucleico
Epinefrina

Electrocardiograma

Fosfatasa alcalina

fructosa 1-6 difosfato

Gamma - hidroxibutirato
Glutation peroxidasa

Glutation

Cromatografia liquida de altas presién
Infarto agudo de miocardio
Isquemta intestinal aguda
Isquemia mesentérica aguda
Intraperitoneal

Isquemia - reperfusion
Intravenoso

Malon dialdehido
Microscopio electrénico
Microscopio dptico
Norepinefrina

Necrosis tubular aguda
Fosfocreatina

Fosforo inorganico
Polimorfonucleares neutrdfilos
Presidn venosa central

Presién venosa portal

Reticulo endoplasmico
Reticulo endopldsmico liso
Reticulo endoplasmico rugoso
Radicales libres

Radicales libres del oxigeno
Resonancia magnética fosforo nuclear
Superédxido dismutasa
Sindrome de revascularizacion intestinal
Solucidn salina fisioldgica
Acido tiobarbiturico
Trombosis venosa profunda
Ultravioleta

Vena cava craneal

Vena mesentérica craneal
Xantina-deshidrogenasa
Xantina-oxidasa
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