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RESUMEN

Título: ESTUDIODE LA CURVA DE SUPERVIVENCIADURANTE UN PROCESODE

ISQUEMIA MESENTÉRICA AGUDA. ALTERACIONES MORFOLÓGICO-

FUNCIONALES Y EFECTODEL TRATAMIENTO CON SUPEROXIDODISMUTASA.

ESTUDIOEXPERIMENTAL EN Rattusnorvegicus.

Introdñcciónyantecedentes.-Los procesospatológicoscausadosporuna disminucióndel flujo

sanguíneo,constituyenen nuestrosdíasla primeracausade muerteen el mundoOccidental.

Desdehacealgunosañosseha relacionadoa los procesosde isquemia-reperfúsióncon la

presenciaderadicaleslibresenel medio, los cualescontribuyenaagravarlas lesionesproducidas

por la falta de aportesanguíneo.El efecto lesivo de estasmoléculás,junto con la propia

patologíadel procesoisquémico,la afectaciónde reaccionessistémicasy un sedoriesgode

sepsisgeneralizadaporla proliferaiónde bacteriasprocedentesdel intestinoanóxico,parecen

serlos desencadenantesde un cuadropatológicoseveroquesiguepresentandoaltastasasde

mortalidad.En la actualidad,el empleode sustanciasantioxidantesparaatenuarlos efectos

producidosporcuadrosisquémicos,handadoresultadospositivos,contribuyendoa mejorarlos

cuadrospatológicosque sederivande unaobstrucciónvasculary la posteriorreentradade

sangreen el tejido.

Materialy método.-Seutilizaron240 ratasde la especieRattusnorvegicus,variedadWistar.

A los animalesse les practicó laparotomíamedia abdominal y tras visualizar la arteria

mesentéricacranealseprocedióa la colocaciónde microclamp atraumático.El tiempo de

oclusiónvasculardependióde cadaunade las series.Los animalesfuerondistribuidosen 14

seriesexperimentales,todoselloscon pesoscomprendidosentre240y 300 g, y mantenidosen

condicionesestándarde laboratorio,a 220 C y fotoperiodo12 horas.Todosellosdispusieron

de alimentacióny bebidaa voluntad,conunadietacontrolada,especialmenteen antioxidantes.

Las series1 a VII estuvieronformadaspor 10 machosy 10 hembrasy constituyeronel grupo

con el queserealizóla curvadesupervivencia,el estudiode parámetrosfisiológicos y el estudio

delas alteracionesmacroscópicasy microscópicas,siendola serie1 control,sin intervención;la

serieII, sedeShamoperation;serieIII, sometidaa 15 minutosdeisquemiamesentéricaaguda

(IMA); sedeIV, sometidaa30 minutosdeIMA, serieV, sometidaa60 minutosdeIMA; serie

VI, sometidaa 120 minutosde IMA; y serieVII, sometidaa 180 minutosde IMA. A todoslos
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animalessupervivientesde cadaseriese les mantuvo en observacióndurantelas 9 semanas

posteriores,traslas cuales,fueron sacrificadas.Las seriesVIII, IX, X y XI constituyeronel

grupode estudiodel efectode la superóxidodismutasa(SOD), procedentedeeritrocito de

bovino, la cualseinyectóvía venosay diluida en soluciónsalina,a flujo constante,10 minutos

antesdela retiradadelclampy 10 minutosdespuésde la reperfúsión.La serieVIII -10machos-

fue sometidaa 120 minutosdeIMA y tratadacon sustanciaplaceboa basede suerofisiológico;

la serieX -10 machos-fue sometidaa 120minutosde IMA y tratadaconSOD; la serieDC -10

hembras-fue sometidaa60 minutosde IMA y tratadacon suerofisiológico; y la serieXI -10

hembras-fue sometidaa 60 minutosde IMA y tratadacon SOD. Las seriesXII, XIII y XIV,

constituyeronel grupoparala cuantificaciónde malon-dialdehido(MDA) libremedianteel test

del ácidotiobarbitúrico(TBA). La serieXII, estuvoformadapor 10 xnachos,de los que se

tomaronmuestrasdelyeyunoparacuantificar el valorbasalde MDk la serieXIII -10 machos-

a los quesesometióa 90 minutosdeIMA y 30 de reperfusión,seles admiistróSOD antesy

despuésdela retiradadelclampy selestomaronmuestrasdel yeyuno;y la serieXIV, sometida

a 90 minutosde IMA y 30 de reperfusión,trasel cualsetomaronmuestrasdel yeyuno.A las

series1, II y XIV seles realizóel estudiode parámetrosséricos.

Parael estudioestadísticoseutilizó, el empleode tasasy porcentajesparavariables

categóricas;el métodoactuarial,la funciónde riegoy el x2 parael estudiode la supervivencia;

el testde ANOVA o Kruskall-Wallisparavaloraciónde variablesindependientescon varias

categorías,dependiendodel test de normalidadde Shapiro-Wilksy el de verificación de

varianzasdel test de Levene;la t de Studento la U de Mann-Whittíeyparavaloraciónde

variablesindependientescon unacategoría,dependiendodel testde normalidadde Shapiro-

Wilks y el de verificaciónde varianzasdeltest de Levene;paraíndicesdescriptivosseempleó

la mediay la desviaciónestándarparamedidasbasadasen momentosy la medianay el intervalo

intercuartílicoparamedidasbasadasenordenaciones;las representacionesgráficasserealizaron

mediantediagramadebarrasapiladas,frecuenciasacumuladasy boxplot. Se tomaroncomo

valoressignificativosaquelloscuyo valor depfue igual o superiora0,05.

Resuliadosy conclusiones.-Del estudiogeneralde supervivenciaseendontróqueen las series

1, II y III no hubo mortalidad,apareciendolos primeroscasosdemuertetras30 minutosde

isquemia-serieIV-. La mortalidaddel 100%de los animalesseprodujotras 180 minutosde

isquemia.En todaslas series,los máximospicosde mortalidadseprodujeronentrelas O y las
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48 horasposterioresa la reperfusión.En el estudiode la curvade supervivenciaentremachos

y hembrasseobtuvounadiferenciasignificativaparala serieIV -30 minutosde isquemia-y para

la serieVI -120minutosdeisquemia-,estandomuy próximoal gradode significaciónen la serie

V -60 minutosde isquemia-.La tasade letalidad50 se situó en hembrasen tomo a los 60

mmutos,mientrasqueparalos machosestuvoporencimadelos 120minutos. El tratamiento

con SOD en seriesseparadasen función del sexo dio como resultadoun aumentode la

supervivenciaen amboscasos,aunqueen ningunode ellos resultósignificativo. Los estudios

macroscópicoy microscópicode los órganosdesvelaronunarelacióndirectaentretiempode

isquemiay gravedadde las lesiones.El estudiomicroscópicodesvelóque las lesionesno se

redujeronúnicamenteal áreaafectadapor la isquemia,sino que hubo afectaciónde otros

órganos,especialmentepulmón.El estudiodelos parámetrosfisiológicoscomosalidadel estado

anestésico,recuperacióndela alimentación,dela bebiday de la defecacióndemostróun mayor

retrasode la recuperaciónde estaactividadamedidaqueel tiempodeoclusiónfue mayor.El

estudiobioquímicodel sueromanifestóelevaciónsignificativade CPK, ALT, AST, LDH,

creatininay potasio,disminuciónsignificativade ureay conservaciónde los nivelesde GOT y

sodio.La cuantificacióndelos nivelesdeMDA dio comoresultadoun aumentosignificativo tras

procesosde isquemia-reperfusión,y unosvaloresinapreciablesdel mismoen animalescontrol

y en animalestratadoscon SOD.
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1. INTRODUCCIÓN

Li. ISQUEMIA. CONCEPTO.

La palabraisquemiaderivade las griegasishein,quesignificacarencia,y alma, sangre.

El términoisquemiadefinela situacióndeun t~ido del organismoprivadodel aportesanguíneo,

y portantode nutrientes,entreellos el oxígeno,imprescindibleparaquelos tejidosconserven

sumetabolismoy las célulasmantengansu integridad.

Los procesospatológicospordisminucióndel flujo sanguineoenlos tejidos,en cualquier

localización,cotístituyenen la actualidadunade las primerascausasde muerteen el mundo

Occidental’.El gradodela lesiónisquémica,en cualquierórgano,estádirectamenterelacionado

conla duracióndel proceso,la vascularizacióndeláreaanatómicay del tejido afectado2.Deeste

modo,por~emplo,el cerebroesun órganomuy sensibleala faltade oxigenoy en tansólo unos

minutospuedesufrir lesionesirreversibles.Encambio,el tejido muscularresistea laanoxiahasta

6 horas.El margende supervivenciadel restode los órganosseencuentracomprendidoentre

amboslímites3.

Cuandocualquierparte del organismoquedasin el aportesanguíneonecesario,se

disparauna secuencíade reaccionesproduciendounadisfuncióncelulary necrosisdel tejido,

dandolugara unalesióntípica,el infarto.

Se haavanzadoenel conocimientode la lesiónisquámicaen el ámbitohistológicoy en

la actualidadsesiguenestudiandodiversosaspectosen el ámbitobioquímicocelular.Durante

el período anóxico se producegran cantidadde reaccionesadversasrelacionadasque

contribuyenadesestabilizarel entornoy a agravarlas lesiones.Estadestrucción,por falta de

oxigeno,no sereduceal tejido propiamentedañadosino queseextiendea otrasregionesdel

organismo,pudiendodesencadenarun efectode shockcuyo resultadofinal esla muerte.

Hoy día sesabeque la reoxigenacióndel áreaafectada,único métodoviable para

mantenerlavidadel individuo, tiene,paradójicamente,perniciosasconsecuenciassobrela región

hipoventilada,agravandolaslesionesy desencadenandonuevosprocesosde destruccion.

Hastael momento,la mayorpartede los trabajosde investigaciónenestecamposehan

dirigido haciala búsquedadesustanciaso métodosquereduzcanlas lesiones,haciendoposible
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el restablecimientode la homeostasistrasel cuadroisquémico.

1.2. ANTECEDENTES HISTÓRICOS.

• En 1843,FRIEDICH TIEDEMANN describióporprimeravezla oclusiónagudade

la arteriamesentéricasuperiorqueprodujola muerteaun pacienteporisquemiaintestinal4.

• En 1868, CHIENNE expusopor primera vez las lesionesanatomopatológicas

intestinalesen un pacientefallecidoporoclusiónvasculardel intestino

• En 1875, VIiRCHOW y LITTEN realizaronestudios experimentalesen perros,

provocándolesisquemiamesentéricaaguda(IMA) parapoder observarlas modificaciones

producidasenel intestinotrasla interrupciónbruscadel flujo de laarteriamesentéricacraneal.

Observaronligandodichaarteria,quetodosmorianentre15 y 20 horasdespuésde la oclusión5.

• En 1895,ELLIOT realizóla primeraresecciónintestinalde unaIMA en un enfermo

afectadodel síndromeisquémico5.

• En 1901, SCHINITZLER fue el primero en asociarciertosprocesospatológicos

arterialescon dolor abdominal5.

• En 1933, CONNOR comparóel resultadode la isquemiaintestinal con la angina

coronaria5.

• En 1936, DUN¿PHYrevisó 12 casosde infarto intestinaly encontróque 7 de ellos

aparecíancon síntomaspreviosdedolor abdominal5.

• En 1951,KLASS practicócon éxito la primeraembolectomiamesentéricaquirúrgica

enun casode emboliamesentéricasuperior5.

• En 1958, SHAW y MAYNARD realizaronla primera tromboendarterectomíaen

arterioesclerosisoclusivaen laarteriamesentéricat

• En el mismoaño,DERRICK y LOGAN realizaronel primerbypassentrelas arterias

mesentéricay celiaca5.

• En 1958 MIKKELSON, describiócon detallelas manifestacionesclínicas de la

isquemiaintestinaly el dolor postpandrialcomocaracterísticodela anginaintestinal5.
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• En 1971, MARSTON estimó que cadaaño seproducíanen EE.UU. 1800 muertes

debidas a isquemia intestinal, la mayoría debidas a una embolia mesentérica, seguida de

trombosis5.

• En 1980, McCORD, PARKSy GRANGERmostraron por primera vez que la

reintroducción de oxígeno en un órgano hipóxico producía lesiones adicionales, en parte

mediadas por la producción de radicales libres de oxígeno6 (RLO).

• En 1983, ROMSONfue el primero en proponer el papel que júegan los neutrófilos en

la producción de radica]es libres (RL) durantelos procesosde isquemia-reperfhsiónen estudios

llevados a cabo sobre el miocardio.Observaronque la depleccióndéneutrófilosreducíalas

lesiones durante el infarto.

1.3. ANATOMÍA DE LA CIRCULACIÓN INTESTINAL.

Del volumen sanguíneo total que irriga de manera continua el organismo de la rata, el

intestino recibe aproximadamente el 19%, llegando a la mucosa hasta el 65%del total. Durante

los procesos digestivos, el flujo sanguíneo aumenta hasta un 30% del gasto total,

distribuyéndose por las distintas capasqueformanla paredintestinal,paramantenerconstante

el flujo de sangre a la mucosa7.

1.3.1. ANATOMÍA DE LA CIRCULACIÓN ARTERIAL [NTESTINAL EN LA RATA.

1.3. 1. 1. Troncosprincipales:

El intestinode la rataestáirrigado por 3 arteriasprincipalesque seoriginan’de la

vertienteventralde la aortaabdominal.Estassonel troncoceliaco,la arteriamesentéricacraneal

(AMC) y laarteríamesentéricacaudal-figura 1-.

• El troncoceliaco.-Naceen lacaraventralde la aortay seramificaen cuatroarterias

que distribuyenla sangreporel hígado,el bazo,el estómagoy el duodenoa travésde ramas

procedentesdelasarteriasgástrica,gastroduodenal,esplénicay hepática.Al nivel del duodeno

seformanarcosanastomóticospancreático-duodenalesentrela ramagastroduodenal,la rama

dehepática,y la arteriamesentéricacraneal,constituyéndoseasíunavía‘de conexiónentreestas
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arterías.

La arteriamesentéricacraneal (AMC).- Nacetambiénen la caraventral de la aorta

abdominal8, a una distancia de entre tres y cinco mmpor debajo del tronco celiaco.Desdesu

ongen,la arteriadescribeuna trayectoria descendente y hacia atrás, presentando un nacimiento

oblicuo conrespectoal ~jecentraldela arteriaaorta.Tras recorrerlibreunospocosmm, origina

un número variable de arterias intestinales. La AMCirriga el yeyuno, íleon, el ciego, el apéndice
9y dosterciosproximalesdel colon.

• La mesentérica inferior se origina en la parte anterior de la aorta abdominal,

continuandoposteriormenteporel mesenterioa la fosailíacaizquierd~,cruzalaarteriailiaca

izquierda y origina la arteria cólica y la rectal. Es la responsable de ipigar la parte distal del

colony la parteproximal del recto.

1.3.1.2. Irrigaciónsecundaria:

La AMC en su caminohaciaposicionesdorsales,comienzaa ramificarseen numerosas

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

A partir del lado izquierdo de la AMCse originan un número variable de arterias

yeyunales cuyo aporte sanguíneo va dirigido a la porción yeyunal. Un segundo grupo se ramifica

en las arterias ileales que se dispersan por todo el íleon. Cada una de ‘estas ramasdel tronco

principal sigueunadirecciónrectay haciadelante,y transcurridosunospocoscentímetrosvan

a dividirse nuevamentedandolugara la formaciónde las arcadasprimarias.Deestasarcadas

principalesvuelvena surgirunasarteriasintestinalesde menorcalibré, recorrenlibres unos

pocosmilímetrosy vuelvenaconfluir unascon otras, formandolas arcadassecundarias.Este

patrónserepitevariasveces,formándosecadavez arteriasde menorcalibre. A partir de la

últimaarcadasurgenlos vasosrectos-vasarectí-, responsablesde quela sangrealcancelas

paredesintestinales7.

La primera ramayeyunal,se anastomosacon la arteriaduodenalinferior, ramificación

procedentedel troncoceliaco.Deestemodo seestableceunaestrechacomunicaciónentreel

troncoceliacoy la AMC.

De laporciónderechade la AMC van a surgirotrasarteriassecundariasquesevana

dirigir haciaporcionesmásbajasdel intestino.
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La arteriacólicaderechaal nacersebifúrcaen la ramaascendentequeseunea la rama

derechade laarteriacólica, mientrasque la ramadescendenteseune a la arteriaileocólica.

La arteriaileocólicaesla última ramaqueseoriginaa partir de la MAC. Trasrecorrer

pocoscentímetrossedivide en la arteriacólicaascendentey enla ramaileal descendente.El final

de la arteriacólica constituyeel principio de la arteriamarginal -arteriade Drummond-y se

anastomosacon laramadescendentedela arteriacólicaderecha.La arteriaileal sedivide en las

arteriascecalanteriory posteriory en las arteriasapendiculares7.

A lo largo del bordeinternodel marcocólico se disponeel arcoarterialparacólico-

arteriamarginal-comoresultadodela divisióndicotómicade las ramasprocedentesde la región

derechade la AMC y lasde la mesentéricacaudal-cólica izquierday troncode las sigmoideas-.

Esta arcada anastomosalas dosgrandesvías de irrigacióndel intestino.La partede laarteria

marginalqueunela cólicamediaconla cólica izquierdaen el espesordel mesocolontransverso

sedenominaarcode Riolano. La porciónquesigueel descendentey el sigmoideesla arteria

marginalde Drummondy la unión entrelas sigmoideasy la hemorroidalsuperiorforma la

anastomosis de Sudeck7.

Tantode la arteriamarginal,en el casodel colon, o de las arcadasanastomóticasque

formanenel mesenteriolasramasyeyuno-ileales,en el delgado,partenlas arteriasrectas,o vasa

recti, quepenetranen el intestinocomovasosterminales.Además,existenintercomunicaciones

en la microcirculación intestinal,con la formaciónde plexosvascularesqueselocalizanen la

subserosa,enla musculary, sobretodo,enla submucosa.A partir de estosplexos,las arteriolas

pierdensu capamuscular,originándosefinasarborizacionescapilares,queforman anastomosis

arteriovenosas,y originanredesde capilaresquerodeanalas criptasdeLieberkuhn.Otrasvan

destinadasa lasvellosidades,de modoquecadaunade estasrecibeunao variasramasarteriales.

Estosvasospenetranen lavellosidadatravésde la basey seramificanintensamentepordebajo

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

determina su mayor resistencia a la isquemia que el coloniO. ¡

A lo largo de todo el aparato vascular intestinal, existe una estrecha comunicación entre

los 3 troncosprincipalesqueaportansangreal tubo digestivo, peroa pesarde todosestos

sistemas que permitenque mantenerla irrigaciónanteun procesooclusivo,existenáreasde

mayor vulnerabilidad. Estas zonas son aquellas cuya irrigación depende de las colaterales de las
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8

Figura 1.- Principales arterias del tracto gastrointestinal: A,estómago; B, bazo; C,
páncreas; D, duodeno; E, yeyuno; F, ileon; G, ciego; H, colon; Y, recto. 1, a. celiaca; 2, a.
esplénica 3, a. gástrica; 4, a. hepática; 5, a. gastroduodena]; 6, a. gastroepiploica derecha; 7, a.
gástrica derecha; 8, a. pancreatico-duodenal;9, a. mesentérica craneal; 10, a. cólica media; 11,
a. pancreatico duodenal caudal; 12, a. cólica derecha; 13, aa. yeyunales; 14, a. ileocecocólica;
15, a. cólica; 16, a. ileal; 17, a. cecal; 18, a. mesentérica caudal; 19, a. cólica izquierda;20, a.
rectal. (DeHebel,R. Anatomyof laboratoryrat. Baltimore 1976.)

G
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arteriasadyacentes,como el ángulo esplénicodel colon, donde las:ramasde la AMC se

anastomosancon la mesentéricacaudal,y la región intermediadel recto,que correspondeal

lugardondela mesentéricacaudalseunecon la hipogástrica.En segundolugarseencuentran

las áreas donde la irrigación es terminal,quesonlascorrespondientesa las arterias rectas. En

cuadros de una insuficiencia momentánea en el aporte de sangre por parte de una de las grandes

arterias,los otrosdostroncosprincipalesjueganun papelclaveen el mantenimientodel riego

sanguíneo, pero en episodios más prolongados, esta colaboración se hace ‘insuficiente y aparecen

todaunaseriede trastornospatológicos8.

1.3.2. ANATOMIA DELA CIRCULACIÓN VENOSAINTESTINAL EN RATA.

La vena mesentéricacranealvierte su contenidoa la vena porta, al igual que las
II

esplénicasy la mesentéricainferior, siendola encargadade la circulacióndel retomovenoso

La circulación colateral mesentérica en la rata es análoga a la del hombre. Las arcadas

vascularesqueconectanlas arteriasyeyunalescon las ilealesy la art~riaileocólicaa la rama

ascendente de la arteria cólica, forman un conductoqueseextiendealo largo de todo el borde

mesentéricoque en la ratapresentaun diámetroinferior a los 0,5 mmM.

1.4. ANATOMÍA MACROSCÓPICA DEL INTESTINO DE RATA.

El intestinodelgadode la rataesseis vecesmáslargoqueel intestinogrueso,el cual

mideunos15 cm. El diámetrodel intestinodelgadoesaproxiniadamentede0,4 cm, aumentando

estegrosorhastacasi el dobleen el intestinogrueso.Ambasporcionesseplieganocupandola

cavidadabdominal’3.

El intestinoseinicia conel duodenoa la salidadel estómagoy estáfija a la cavidad

abdominal,y enestrecharelaciónconel páncreas.El intestinodelgado’desembocaenunagran

bolsaelástica,el ciego,dividido en dosporciones,unaapical dondeseacumulagrancantidad

detejido linfoide y unapartedista] pocodiferenciada.Del ciegoparteel colonhastadesembocar

en el recto.

Recorriendo todo el mesenterio aparecen numerosas arterias yeyunales e ileales que se

van reduciendo progresivamente de calibre hasta penetrar en la pared intestinal.
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1.5. ANATOMÍA MICROSCÓPICA DEL INTESTINO DE LA RATA.

1.5.1. INTESTINO DELGADO.

En la rata está constituido por cuatro capas concéntricas que de Ibera hacia dentro son:

serosa, muscular, submucosa y mucosa.

• Mucosa. La mucosa presenta un incalculable número de yellosidades, esto es,

prolongaciones digitifonnes de la misma. La superficie está recubierta por un epitelio cilíndrico

simple, con predominio de enterocitos o células absorbentes, con borde: en cepillo. Lazonade

membrana plasmática sobre la que se apoyan las células está estrechamente unida a la membrana

basal continua.

El revestimiento epitelial del intestino está renovándose de manera continua y es el que

más rápido prolifera de todos los tejidosdelcuerpoi4 En la rata, un cicíd celular completo dura

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

La lámina propia de la mucosa intestinal está formada por un tejido areolar laxo y forma

el eje de las vellosidades intestinales. Contiene muchas célulaslibres incluidasen un estromade

fibras. La lámina propia y la submucosa contienen los nódulos linfátic9s, de diámetro variable

y distribuidos a lo largo de todo el intestino. Los nódulos reunidos se conocen con el nombre

de placas de Peyer.

La muscular de la mucosa -muscularismucosae-está formada por finas redes de fibras

elásticas y por dos capas, una circular y otra longitudinal, de músculoliso.

•Submucosa. Está formado por tejido conjuntivo moderadamente denso y muy rico en

fibras elásticas.

•Muscular. Constituye una túnica muscular del intestino delgado formada por una capa

externa longitudinal y otra interna circular, ambas formadas de músculo liso. Entre ambas capas

se sitúa el plexo nervioso mioentérico o de Auerbach. Esta capa es responsable del peristaltismo

intestinal.

• Serosa. - Está constituida por una lámina continua de células mesoteliales planas,

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

Básicamente la organización estructural es la misma que la del intestino delgado con

ligeras variaciones.

En la mucosa no existen las vellosidades como tales y los pliegues que se observan son

debidos en parte a las contracciones de la capa muscular. El epitelio se renuevacontinuamente,

aunque de manera mucho más lenta, y la vida media de la población celular es de

aproximadamenteseisdías. El restode lamucosa,submucosay serosasonsimilaresa lasdel

intestino delgado.

En cuanto a la muscular, las fibras no sedistribuyenigual queen el intestinodelgado,

sino que están agrupadas en tres bandas longitudinales que reciben el nombre de tenias del

colon.

1.5.3. INERVACIÓNDELTUBOINTESTINAL

El tubo intestinal de la rata está inervado por el sistema nervioso autónomo, que consta

de 3 ramas, el simpático, el parasimpáticoy el entérico. Tanto el simpático como el

parasimpático constituyen la inervación extrínseca.

El sistemaentérico,constituyela inervaciónintrínsecay estáformado porgangliosy

hacescomunicantesde fibras nerviosasque se distribuyen como extensos plexos a lo largode

todo el tubo digestivo. Contiene de 1 0~ a 1 QS neuronas, y es en gran parte autónomo, pudiendo

llevar a cabo sus funciones sin necesidad de impulsos procedentes del sistema nervioso central.

Existen tres tipos de plexos distribuidos por el intestino:

•Elementos neurales más superficiales forman el plexo subseroso~ que carece de ganglios

y está formado por una ancha red de fibras nerviosas que conectan los nervios extrínsecoscon

los intrínsecos.

•Plexo mioentérico o de Auerbach, situado entre las capas longitudinal y circular de la

muscular, está constituido por ganglios que contienen de tres a cincuenta cuerpos neuronales

y por haces amielínicos que unen entre silos ganglios y forman una red continua.

• Plexo submucoso o de Meissner, formado por una red de ganglios y de haces
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interconectados dentro del tejido conjuntivo de la submucosa.

Todos este sistemas de redes nerviosas están interconectados uno&con otros, lo que hace

que ningunode estossistemasfuncioneindependientemente,sino comoun conjuntoorganizado.

1.6. FISIOPATOLOGÍA DE LA ISQUEMIA INTESTIÑAL.

La isquemiaagudadel intestinomedio esel fallo de la circulaciónmesentéricaque

compromete la vitalidad del intestino en el territorio de la arteria mesehtérica superior en una

extensión variable, desde el ángulo duodeno-yeyunal hasta la mitad~ del colon transverso.

Consecuentemente, constituye uno de los cuadros más graves del síndrome de abdomen agudo.

Tambiénsele conocecomoinfarto mesentéricoeíleo vascularmesentérico’5.

Las consecuenciasclínicas y patológicasde la perfusión instficiente del intestino

dependende la causay localizaciónde la oclusión,del tiempo que tarda en establecerse la

isquemia, de su duración y de la situación hemodinámica del individuo’6.

Cuando la oclusión se produceen un vasoimportantey esgradual,la disminucióndel

riego intestinal se compensa por la apertura de las colaterales existéntesentrelos troncos

principales y, si no existen otros factores adicionales, como hipotensión o shock, las

consecuencias pueden ser mínimas. Si la obstrucción se debe a un émbolo, la oclusión vascular

se produce de manera repentina, con lo que no hay tiempo suficiente para que la circulación

colateral mantenga la perfusión produciendose entonces una necrosis intestinal.

El tiempo de isquemia y el grado de reducción del flujo son de gran importancia; cuando

el flujo sanguíneo es menor del 20%, no se mantiene la difusión normal de oxígeno y se

producen alteraciones celulares a los 5 ó 10 minutos. Los factores generales,comola hipoxia,

la hipotensión y la caída del gasto cardíaco, son, en la mayoría de los casos, los determinantes

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

Además de las alteraciones funcionales y estructurales, los desórdenes circulatorios del

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

•Pérdida de plasma a través de la pared y de la luz intestinal con edema e íleo paralitico

concomitante. El aumento significativo de la permeabilidad vascular está asociado a un

incremento de la morbimortalidad17.
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•Liberaciónde grancantidaddesustanciasvasoactivas,como histaminaqueincrementa

la contractibiidaddel músculoliso y formapartede la respuestainflamatoria,aunqueno media

en cambios de permeabilidad vascular’8. La liberación del factor activador de las plaquetas y de

metabolitosderivadosdela cascadadel ácidoaraquidónicocomo los leucotrienos,estimulany

promuevenla activacióny la adherenciade neutrófilosal endoteliovaséular’9,aumentandola

permeabilidady obturandola luz de capilaresy vasosde pequeñocalibre.

• Proliferaciónde la flora intestinalbacterianadebidoa la anoxiay a la permeabilidad

alteradade la pareddel intestinal, favoreciendola translocaciónde gérmenesy toxinas,lo que

puededesencadenarun cuadrode sepsisgeneralizaday shock20.El eféctoconjuntode estos

estadosde shockprovocala lesiónde órganosvitales, comoel miocardioo los pulmones,y la

instauraciónde un shockirreversible.

La restauracióndel flujo sanguíneono siempreimplica unamejoría.Con la llegadade

la sangreoxigenadaala mucosalesionadaseocasionala formaciónde RLO, queactivana los

leucocitos,los cualesseadhierenal endotelioy liberanproteasas,qu~ lesionanel endotelio

microvascular,agravandoaún más las lesionesque seiniciaron durantela fase isquémica21,

inducenla peroxidaciónde las membranas,con el efecto que tiene el aumentode malón

dialdehido(MDA) libre y hacenextensivoel efectodestructoraotrasregionesdel organismo.

Esteprocesofisiopatológicoseconocecon el nombrede síndromede revascularizacióno de

isquemia-reperfusión(1/Rl.

1.7. ALTERACIONES MICROSCÓPICAS DURANTE LA ISQUEMIA

INTESTINAL.

El descensodel flujo sanguíneointestinalpordebajode valorescriticos,puedeproducir

un infarto, sin embargo,la pérdidadel flujo enun vasopuedeno ocasionarningúnefectodebido

a la circulación colateral existente a lo largo de todo el tubo intestinal.

Lamucosaintestinalesespecialmentevulnerableaepisodiosánóxicos,y esla primera

estructuraen verseafectadapor la ausenciade irrigación. Tras pocosminutos el epitelio se

destruye,e inmediatamentese afecta la submucosa,en la que se produceuna necrosis

hemorrágica.
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• Infarto mural parcial y de la mucosa.Las lesionesque se‘producenpuedenser

multifocaleso continuas.Las regionesafectadasadquierenunatonalidadroja oscuradebidoa

la hemorragialuminal. Apareceulceraciónsuperficial.En la formaisquémicamásleve,el epitelio

aparecenecróticoy erosionado.Cuandola necrosisde la mucosaescompleta,hay pérdidatotal

delepitelio, dejándoseal descubiertola láminapropia. Si la necrosisesgrave,hay hemorragia

intensay necrosisde diferentescapastisulares23.

Como consecuenciaapareceuna infección bacterianacon formación de productos

bacterianosenterotóxicosqueprovocanuna inflamaciónpseudomembrañosa,especialmenteen

colon.

•Infartotransmural.Tieneaspectohemorrágicoporel reflujo de sangrequeseproduce

en el árealesionada.En estadosinicialesapareceun aspectocongestivoy oscuro,la paredse

hace edematosa,engrosaday hemorrágica.En la luz aparece~moco sanguinolento.

Histológicamenteapareceedemaevidente, hemorragiaintersticial y necrosiserosivade la

mucosa.Lascaracterísticashistológicasdela musculardejande distingu¡rse.A las pocashoras,

lasbacteriasintestinalesproducenunagangrenacompletay en ocasionesperforaciónintestinal.

Los primeroscambiosmicroscópicosseinician entre5 y 10 minutosde la oclusión

vascularcon destruccióndelas estructurasvellositarias.A nivel ultraestructural,aconteceuna

destruccióndel glicocalix de las microvellosidadesde los enterocitosy’ lesiónde los lisosomas

y mitocondrias.Al cabode unahora,las célulaslesionadassedesprendendela membranabasal

en el vérticevellositarioy posteriormenteen sentidoproximal haciala base,dejandodenudados

los ejes conectivovasculares,con fenómenosde plasmorragiaintensa;se forman trombos

plaquetariosen los capilaresde lamucosay la submucosa.Alrededorde las cuatrohoras,la

lesiónisquémicaafectaa los fondosglandularesy apartirde las 68 horas’sedesarrollaun infarto

transmuralconedemaintenso,infiltración hemorrágica,proliferaciónbacterianae infiltradode

polinucleares,queconducea la necrosis.Las capasmusculary serosasonmásresistentesy

puedenpermanecerintactasapesarde quelamucosay la submucosaesténnecrosadas.Cuando

la isquemiaesmuy grave,todaslas capasintestinalesse lesionan,con la perforacióny la

peritonitisconsiguientes24.

En 1997,Shah,Shureyy Greendescribieronapoptosiscelulartrascuadrosde isquemia

y reperfbsiónen diversosórganos.Parademostrarsi las célulasintestinalesentrabanen muerte
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celular programadatrasun cuadrode VR mesentérica,extrajeroncélulasvivas de intestinos

isqúemicos y las trasplantaron en intestinos de animales sanos. Comprobaron que las células

trasplantadasentrabanenapoptosis,llegandoa la conclusiónde quelas célulasprocedentesde

tejido intestinal isquámico también entraban en apoptoss25.

Analogías entre el síndrome experimental y el cuadro clínico

.

La distribucióny las lesioneshistológicasobservadasexperimentalmenteen perros,

gatosy ratas,handemostradounagransimilitud con laslesionesclinicas4tantoen la erosiónde

la paredintestinal como en el shockque producela anoxiamesentérica,siendototalmente

comparablescon las lesionesdescritasen pacientesfallecidosporshockhipovolémico26.En

humanosexisteunaclaragradacióndelaslesionesenfunción de la duracióndel estadoanóxico,

al igual queen animalesexperimentales,aunquelos tiemposno coincidanentrelas especies.

Así, se hanencontradogradosde lesiónsemejantesentrehumanosfallecidostras24 horasde

ausenciade flujo mesentéricoy perroscon tansólounaspocashorasde isquemia27.

1.8. ISQUEML4 INTESTINAL AGUDA POR OCLUSIÓN DE LOS VASOS

PRINCIPALES EN EL HOMBRE.

1.8.1.INCIDENCIA Y TASAS DE MORTALIDAD.

La incidenciaexactade la isquemiamesentéricaesdificil deprecisardebidoa las bajas

tasas de nuevos casos. La población de riesgo afecta a personascon enfermedades

cardiovascularesy diabetesy sesabequecon el envejecimientoaumentaconsiderablementesu

frecuencia,oscilandola mediade la enfermedadentomo alos 60 años;No existendiferencias,

encuantoa la incidenciaserefiere, entresexoso razas28.

Encuantoa la frecuenciacon quesemanifiesta,esun procesopatológicono frecuente

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

Hastahacepocosañoslas tasasde mortalidadglobal rondabanentreel 70-90%delos

casos, permaneciendoestabledesdelos años30. En la actualidad,y graciasa los métodos

nuevosde diagnósticoy terapia,esteporcentajeseha reducidohasta‘el 45%si el diagnóstico

sehaceatiempoy laslesionesno sonirreversibles.El problemacontinúasiendola identificación
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tardía cuando ya no es posible realizar cirugía de revascularización intestinal eficaz29.

EnJulio de 1998,el Instituto Nacionalde Estadística(INE), hizo públicosel númerode

defunciones según causa, correspondientes al año 1995, reflejándose que fallecieron en España

1972 individuos a los que se les diagnóstico una insuficiencia vascular intestinal y de los que 890

fueron hombresy 1082 frieron mujeres30.En la tabla 1 sereflejanlas causasde muertey el

númerodepersonasfallecidas.

CAUSA MUJERES HOMBRES TOTAL

AGUDA 580 457 1037

CRÓNICA 203 179 382

OTRAS 299 254 553

Tabla 1.- Causay númerode individuosfallecidosenEspañaduTanteel año 1995 a los
que se les diagnosticó insuficiencia vascular intestinal. Resultados obtenidos del Instituto
Nacional de Estadística y publicados enjulio de 1998.

El síndromede isquemiaintestinal agudapuedeserdebidoa 4 causas:interrupción

bruscadel flujo arterialpor oclusiónagudade la mesentéricacraneal;disminucióndel flujo

arterialhaciael intestino-infarto intestinal agudono oclusivo, forma anoclusivade isquemia

mesentérica aguda o isquemia por bajo flujo mesentérico-; la interrupción del retomo venoso

producidoportrombosisagudade lavenamesentérica,y la colitis isquémica3’.

1.8.2. ISQUEMIA INTESTINAL AGUDA POR OCLUSIÓN DE LA ARTERIA

MESENTÉRICACRANEAL EN EL HOMBRE.

La oclusiónagudade la AMC por emboliao trombosisprovoca,en pocashoras,la

apariciónde unagangrenaintestinal.

1.8.2.1. Trombosis arterial.

La trombosisarterialesunade las lesionesmásletales,siendoresponsabledel 96%de

los fallecimientos,en pacientescon estecuadro32.Causael 40 % de los casosde isquemia

intestinal aguda.
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A medida que el flujo mesentérico va disminuyendo, el troncb celiaco se dilata para

aportarmas sangre,peroen un momentodeterminadoel flujo mesentéricoseinterrumpede

forma súbita y por completo, la circulación colateral es insuficiente y la Ñncionalidad intestinal

se hace inviable.

1.8.2.2.Emboliaarterial.

Es la causadesencadenanteenel 25-30%de los casosy afectaa pacientesmásjóvenes.

La AMC tiene predisposicióna alojar el émbolodebidoa su origenoblicuo, casiparaleloa la

aorta,su gruesocalibrey su elevadoflujo, lo que facilita el alojamientodel émbolo.Por lo

general,el émbolose impactaen el estrechamientode labifurcacióncon la cólicamediay, con

menorfrecuencia,en el segmentodistal. En consecuencia,originaun bloqueoarterialagudo,

con espasmoy trombosissecundaría,queevolucionaa infarto intestinal’5.

Cappell, Mikhail y Gujral33 realizaron un seguimiento de ocho enfermos con infarto

intestinal y comprobaron que el 100% presentó dolor abdominal agudo, el 12,5% náuseas, el

12,5% vómitos, el 12,5% melenas y el 37,5% pirexia.

1.8.2.3.Diagnóstico.

Hacemás de 100 añosque seconocenlas lesionesisquémicasa nivel intestinal; sin

embargo su conocimiento no ha sido muy amplio hasta la actualidad, con la aparición de técnicas

máseficacesde imageny diagnósticoTM.Aún así,unodelos rasgoscaracterísticosde laisquemia

mesentéricaes la escasezde manifestacionesclínicas, y el reconocimientode dicho proceso

patológicosiguesiendotardío,y estácondicionadapor el tratamientoquirúrgico35.La radiología

no ofreceningúnresultadoespecíficoque conduzcaal diagnóstico,y tan solo la angiografia

mesentérica permite alcanzar un reconocimiento precoz de la isquemia?6. Balthazar, Liebeskind

y Macari, publicaron en 1997 un estudio sobre detección de isquemia intestinal en 100pacientes

empleandotomograflacomputerizada,y encontraronen el métodounaespecificidaddel 93%

y unasensibilidaddel 83%~~,porcentajesque danunavalidezdiagnósticamuy aceptable-para

queunapruebadiagnósticaseaaceptable,tanto lasensibilidadcomola especificidaddebenestar

porencimadel 80%-~~.

En cuantoal diagnósticobasadoen pruebasde laboratorio,no existeun patrónfijo o

específicode alteracionesbioquímicaso hematológicas,y tan sólo apareceuna elevación

significativa de leucocitos39.En relacióncon las pruebasbioquímicas,seobservaaumento
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significativo de transaminasas, CPK y LDH, así como un desequilibriode líquidos y de

electrolitos ácido-baset

Gutiérrez eta!4’ indicaron la posible utilidad clínica de la detección de MIDA valorado

mediante el test del ácido tiobarbítúrico -test del TBA-. En 1998 Aydir~ et al.42 estudiaron los

nivelesde MDAlibres en suero tras someter a 10 perros a ligadura de la AMCobservando que

lasconcentracionesdeMIDA circulantesen suerodespuésdeun cuadrode isquemiamesentérica

aumentabansignificativamentecon respectoaanimalescontroles,concluyéndoqueel MIDA libre

en suerodeanimalespodíaconstituirun marcadordel diagnósticode la: isquemiamesentérica.

1.8.2.4.Tatamiento

El shockquedesencadenaun infarto intestinalsuponela pérdidade líquidoscorporales

y unainvasiónbacteriana,por lo queel tratamientode choquedebeir encaminadoacombatir

ambos -tras la aclaracióndel diagnóstico-restableciendoel flujo medianteembolectomia,
43

trombectomíay reseccióndel tejido dañado

La pérdidade líquidosy solutosprovocahemoconcentración,aumentode la viscosidad

sanguíneay reduccióndel volumende sangrecirculante.Es necesarioreponerlos líquidosy

mantenerconstanteel hematocrito.La invasiónbacterianay la toxemiadebentratarsemediante

antibióticosquecombatangérmenesanaeróbicosU.

1.9. MECANISMOS DE LESIÓN CELULAR COMO CONSECUENCIA

DE LA HIPOXIA O ANOXIA.

Hipoxiaesla disminucióndelriegosanguineoenun tejido. Cuandóseinterrumpeel flujo

de maneratotal y bruscasehablade anoxiao shockisquémico.

Consecuenciadela disminucióndel riegosanguíneoeslaanoxiatisular. La célulasufre

alteraciones bioquímicas y estructurales produciéndose una activación del sistema

neuroendocrino4t que de no no~ en breve plazo, conducen a la muerte de la célulapor

faltadeoxigeno,desencadenandotodaunaseriedealteracionesensumicroentornoqueinfluyen

sobrela homeostasis.
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1.9.1.MECANISMOSGENERALES.

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

membrana celular, la respiración aerobia, la síntesis de proteínas y la estructura genética.

Cuando se produce la disminucióndel flujo sanguíneo a un tejido, el resultadoinmediato

esel descensode la oxigenacióny la alteracióndela respiraciónacrobiade la célulaporfallo

de la fosforilaciónoxidativallevadaacabopor la mitocondria.La primeraalteraciónocurrea

nivel de lamembrana,dondeseproduceun cambiobruscode la permeabilidad,los mecanismos

detransportesealterany disminuyela diferenciade potencialintermembranal.El ATP celular

disminuyey aumentala concentraciónde AMP, con lo que se estimulala actividadde la

fructoquinasa y la fosforilasa, aumentandola glucolísisanaerobia.El glucógenocomienzaa

degradarse rápidamente, y también empieza a generar ATP la creatiinquinasa a partir del

fosfato de creatiina. La glucolisis anaerobia genera ácido láctico y~ fosfatosinorgánicos

liberándose iones hidrógeno, lo que produce un rápido descensodel pH, provocando

aglutinaciónde la cromatinacelular.

Por fallo de la bombaNa~/Kt, el NC comienzaa penetraren la célulay el IC sale al

espacioextracelular,alterándoseel equilibrio osmótico.La respuestainmediataesla activación

dela ATPasa,aumentandoel consumode ATP y estimulandoa la mitocondriaaproducirmayor

cantidadde energía.Al faltar los elementosnecesariosparaello, seproduceun desequilibrio

inmediatoen el microambientecelular lo que desencadenauna pérdidade actividadde la

ATPasa,disminuyendola actividaddela adenilatociclasat

La ganancianeta de soluto seacompañade pérdidadel equilibrio osmótico,edema

celular y una dilatación del reticulo endoplásmico. Además se pierde la capacidad de eliminar

catabolitosintracelulares,contribuyendoalaentradade agua.

La mitocondriatambién ve alterado su microambiente,de modo que se rompeel

equilibrio osmótico, ademássealteranlos nivelesde Mg2~ y los de cM . La pérdidadel

equilibrio en la regulacióndel Ca2 celularactivala fosfolipasaA
2

En este momento la actividad metabólicacelular se detiene y especialmentela

mitocondrial.ElDNA comienzaa sufrir alteracionesseveras,cadavezmáscantidadde ATPes

consumidoy menossintetizado,las mitocondriassevacuolizan,hay unapérdidamasivade

proteínas,enzimas,coenzimasy ácidos nucléicosy aparecenroturas de las membranas
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lisosomales dejando escapar al medio DNAasas, proteasas y glucosidasas. Comienza la

degradaciónlipídica de los ácidosgrasosde las membranasporacciónde la fosfolipasaA2,

disparándosela reacciónen cadenade laperoxidaciónlipídica, originándoseradicaleslibres(RL)

que agravan aún más las lesiones. Además se liberan sustancias inflamatorias y quimioatrayentes

que actúan como agentestóxicos, entre los que se encuentranlos metabolitosdel ácido

araquidónico, lisofosfolipidos o el factoractivadorde las plaquetas
47-figura2-.

Si el proceso continúa seproducenmecanismosde lesiónirreversiblesquehacenquela

reparación celular sea inviable. Pasadas estas barreras críticas, ni siquiera la reoxigenación del

tejido puede impedir la necrosis.

1.10. ACTIVACIÓN DE LA FOSFOLIPASA A
2. CASCADA DEL ÁCIDO

ARAQIJIDÓNICO.

Uno de los mecanismos de respuesta más típicos de los tejidos a la anoxia es la

inflamación del tejido en cuestión, cuyo efecto más inmediato es una vasodilatación y un

incrementode laperfusiónsanguíneaal tejidoalterado.La injuria tisulary la depleccióndeATP

activalasfosfolipasasdelamembranay especialmentela fosfolipasaA2 iniciandosela liberación

de la cascada metabólica del ácido araquidónico, dando lugar a la síntesisde prostaglandinasy

leucotrienos.El ácidoamquidónicolibre va a serdegradadoporla ciclooxigenasa,dandolugar

a endoperóxidosdel tipo prostaglandinas,que conducena la formaciónde tromboxanosy

prostaciclinas~\procesoen el cual seformanRLO los cualesinician la peroxidaciónlipídica de

las membranas
49
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HYPOTHESIS OF CELL INJURY WItH SHOCK/ISCHEMIA
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Figura 2.- Esquema sobre los mecanismos de lesión celular ocurridos durante el shock
isquémico. (Chaudry. Alterations in celí function with isehemia and shock and their correction.
Arch Surg 1981).
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1.11. PEROXIDACIÓN LIPÍDICA.

Durantela peroxidaciónlipídica, los ácidosgrasospoliinsatura~losque constituyenla

estructurade la membranacelular, son oxidados a productos lipídicos intermedios, que

reaccionana su vez con otros ácidosgrasospoliinsaturados.Probablemente,la lesión de la

membrana,tantocelularcomo la delos orgánuloscelulares,constituyeuno de los dañosmás

lesivos y a menudo de carácter irreversible, que se producencomo consecuenciade la
50

isquemia

El proceso de peroxidación seinicia cuandoun ácidograso-componenteestructuralde

las membranas biológicas- es atacado por una especie lo suficientementereactivacomopara

arrancarun electrónaun grupometileno del ácidopoliinsaturado,como puedeserel radical

hidroxilo -en estecasoel radical superóxidono eslo suficientementereactivoparainiciar la

cascada-.Cuandoestoocurre,apareceun grupoconun radicalcarbonocon desprendimiento

de agua. El siguiente paso es la estabilización del radical carbono, el cual reacciona con otro

grupo similar, formándose así dienos conjugados.

Cuando en el medio existe oxigeno suficiente, los grupos de radical carbono reaccionan

con el oxígeno formándose radicales peroxilo. Durante la isquemia, los niveles de oxígeno son

muy bajos, por lo que se establecen reacciones con otros lípidos, e incluso reaccionan con otros

componentes de las membranas como proteínasu otrasmoléculasorgánicas.Estafase de

reacción con otras moléculas es lo que se llama propagaciónde la cascada,prolongandoel

efecto destructor en el tiempo y en el espacio, y en consecuencia, agravando fatalmente las

lesiones producidas por la anoxia. El producto último de esta cascada es el MIDA, una molécula

presente en todos los tejidos en concentraciones muy bajas pero que aumenta su presenciaen

tejidos isquémicosSi. La principal causa de su formación es debida a la peroxidaciónlipídica,

durante la destrucción de los ácidos grasos poliinsaturados de las membranas. Su molécula es:

O=CH-CH2-CH=O

1.11.1.MEDIDA DE LA PEROXIIDACIÓNLIiPITDICA.

Existengranvariedadde pruebasy métodosparala determinacióndelaperoxidación

lipídica de las membranascelulares.Entre las más destacadasestánla cuantificaciónde
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peróxidos,el consumodeoxigeno,la formaciónde dienosconjugados,la cuantificaciónde gases

hidrocarbonados,la pérdidade ácidosgrasos,la medidade la fluorescencia,el testdel ácido

tiobarbitúrico,etcétera49.

La valoración del MDAha sido el métodomásutilizado en losúltimos30 añoscomo

marcador de la peroxidación lipídica de las membranas52. El test del ácido tiobarbitúrico, o test

del TBAse basa en la reacción ¡u vitro que se produce cuando se combinanel TBA y el MIDA

libre en los tejidos, con el desprendimiento de dos moléculas de agua. En la reacción se genera

un ambiente ácido y se producen temperaturas elevadas, que dar origen a la formación de

compuestos mdeseables. Estos pueden unirse al TRAen lugar del MDA, con puntos de similar

absorción, confUndiendo los resultados e indicandoun estadomayorde peroxidaciónal que

realmente existe53 efecto que se elimina realizandotodo el trabajoen cristalizadoresconagua

a temperatura entre O y 50C.

El proceso se inicia con una muestra de tejido a analizar conservadoen filo, a la quese

añade butil hidroxitoluenoy ácidoortofosfóricoconel fin de disminuir el pH del medio, dejando

en un baño de agua a 900.A continuación se pasa a agua fila para detener la reacción y se extrae

el TRAcombinado con el MDAcon n-butanol, centrifugando la muestra. Se recoge la fase

orgánica y se valora por espectrofotometría a 535 nm. Los resultados se extrapolan en una curva

patrón de concentraciones conocidas53.

1.12. MECANISMOS DE LESIÓN CELULAR COMO CONSECUENCIA

DE LA REPERFUSIÓN Y REOXIGENACIÓN DEL TEJIDO.

Los procesosde [/R ocasionandos mecanismosdiferentes en relación con la

fisiopatología del proceso: el primero producido por la ausencia de flujo sanguíneo, durante el

cual se producen las alteraciones tisulares y citológicasdescritasanterioimente;y el segundoes

debida al efecto que causa la reintroducción de sangre en el tejido anóxiéo5t El restablecimiento

del flujo sanguíneo a los tejidos isquémicos es imprescindible para la regeneración celular y para

la limpieza tisular de metabolitos tóxicos, recuperando de nuevo la homeostasis pérdida durante

la anoxía. Sin embargo, la reperfiisión agrava las lesiones provocadas por la isquemia. Este

fenómeno ha sido conocido por ello como la “paradoja del reflujo”55.
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1.12.1. IMPLICACIÓN DELOSRADICALESLIBRES DEOXÍGENO

Durante la repertiisión del tejido se forman metabolitos reactivos del oxígeno. Los RLO

reaccionan con las biomoléculas de los tejidos, entre las que destacan ácidos nucleicos, lípidos

de membrana,enzimas,receptoresde membranaetcétera.Esteprocesoseinicia a los 2 ó 3

minutosde haberserestablecidoel flujo sanguíneoa los tejidos infartados~.Los RLO que se

forman comienzan a degradar las membranas e iniciando el proceso de peroxidación lipídica.

1.12.2. PAPELDELA XANTINOOXIDASAENLA REPERFUSIÓN.

La xantino oxidasa (XO), enzima implicada en el catabolismo de los ácidos nucleicos,

está ampliamente distribuida por todos los tejidos de los mamíferos y abunda especialmente en

el intestino delgado. Tiene la capacidad de generar radicales libres (RL) durante la oxidación de

la hipoxantina o de la xantina.

En tejidos sanos y sin alteraciones, la XOse encuentra en concentraciones muy bajas y

estas reacciones son llevadas a cabo por la xantina deshidrogenasa (XD). Durante episodios

isquémicos, la XD se convierte en XO, almacenándose en altas concentraciones, sin que apenas

exista XD. En menos de un minuto de isquemiatoda la XD setransformaen X057. Otros

autores piensan que la transformación de Xl) en XOocurre en todos los iejidos isquémicos pero

la acumulación dependede la duracióndel estadoanóxico,de modo que paraello proponen

diferentes curvas para demostrar la relación tiempo de isqueniia conversión58.

En comparación con otros tejidos, la mucosa intestinaltieneunacapacidadmuy elevada

de oxidar la hipoxantina hacia xantina ya xo -aproximadamente 100 mU/g neto de peso-57 y

su actividad se encuentra a lo largo de toda la mucosa, incrementandosu actividaddesdeel

vertice de las vellosidades hasta la base59. Estudios de inmunolocalización ponen de manifiesto

que la XO de la mucosa intestinal se encuentra en células endotelialesa nivel de las

vellosidades6%sin embargo,otros ensayosrealizadosmediantehistoquimica desvelansu

localización a nivel de las células epiteliales6í.

1.12.3. AUMENTODELA PERMEABilIDAD DE LAMUCOSA.

La hipoxia asociadaa la disminucióndel flujo vasculara la mucosa,y la presenciade
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agentes oxidantes en la región reperfiindida provoca un incremento de la permeabilidad

microvascular62 que se hace máxima a los 30 minutos de la reperfusión63, mediante la acción de

factores locales y por alteraciones en el microambiente de la célula. Entre estos factores tisulares

pueden encontrarse los eicosanoides liberados como consecuencia de la destrucción de las

membranas,los productosprocedentesde lisis celularespor isquemia, la liberación de

neurotrasmisoreslocales,la degranulaciónde mastocitosy la modulaciónde la respuestainmune

producidaen el áreadañada,mediadapor citoquinasTM,así como grancantidadde sustancias

quimioatrayentes y de factores neutrofilicos65.

1.12.4. MECANISMOSDELESIÓN TISULAR PROVOCADAPORLEUCOCITOS.

Durante la repertúsión, los neutrófilos contribuyen a la lesión de los tejidos, y, además,

activanla presenciade nuevosneutrófilosen la zona,agravandolas lesiones.

El efectode los neutrófilossobrela regiónreperfundidasebasaen trespuntos:

•Adhesióndel neutrófilo al endoteliode capilaresy vénulas~’67,produciendola rotura

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

•Acumulación de neutrófilos en el área afectada, induciendo a la formación de grumos

y tapones leucocitarios68. Esto, unido al aumento de deformabilidad de eritrocitos, la baja

presión vascular existente, la activación de los sistemas de coagulación po? hemorragias internas

y la activación de los propios neutrófilos, ocasiona una oclusión microcirculatoriaqueprovoca

un síndrome de no reflujo.

• Agregación leucocitaria a distancia, formando microémbolos.

El acúmulo de estas célulasa su vez, disparala síntesisde sustanciasquimioatrayentes,

agregando más células al área, con oclusión microcirculatoria, desestabilización de las células

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

Los neutrófilos activan proteasas,colagenasasetcéteray promuevenun daño directo

sobre el endotelio. Estas lesiones celulares cierran nuevamente el ciclo disparando la

degradación del ácido araquidónico69.

También se activa el sistema de complemento y la liberación de cito quinas que estimulan

la síntesis demoléculasde adhesión,activandoalos leucocitos.
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En resumen,los procesosqueocurrendurantelos procesosde VR intestinal sepueden

resumiren:

A> Faseisquémica

•Disminucióndelrendimientoenergéticocelularpordisminucióndel apodede oxígeno.

La célulaentraen anaerobiosis,reduciéndoseconsiderablementeel númerode ATP generados.

• Disfuncionesen la actividadcelular por desequilibriode la bombaNa~/K~, con

alteracionesen la permeabilidadmembranal.

• Lisis celularcon la consecuenteliberaciónde enzimasdegradaiivasal intersticio.

• Aumentode la presiónosmóticay edemacelular,que setraduceen alteraciónde la

permeabilidad,con edematisulargeneralizado70.

•Activaciónde la ruta catabólicadel ácidoaraquidónico,poractivaciónde la fosfolipasa

A
2.

• Conversiónde la xantinadeshidrogenasaenxantinooxidasa
58

• Aumentode la proliferaciónanaerobiabacteriana.

• Acúmulo de neutrófilos en la zona ante el aumento de sustancias de desecho7t.

B) Fasede repermeabilización

• Generación de RL con el reinicio de la cadena respiratoria mitocondrial

• Generación de tromboxanos y leucotrienos, con síntesis de RL, procedentes de la

cascada del ácido araquidónico.

• Génesis de RL por la conversión de hipoxantina en xantina72.

• Liberaciónde RL por los polimorfonucleares activados.

• Peroxidación lipídica de las membranasporacciónde los RL.

•Alteración de la microcirculaciónporacúmulode neutrófllos73~y la adhesiónde éstos

estos a las células endoteliales67.

• Afectaciónde otros órganos por la acción de RL.
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.74

•Aumentodela inflamacióntisularpor acciónde los polimorfonucleares e incremento
de la permeabilidadvascular75.

1.13. MODELOS EXPERIMENTALES SOBRE TRATAMIENTOS

ANTIOXIDANTES.

La rata seha utilizado frecuentementeen procedimientosparaevaluarla isquemia

mesentérica,yparacomprobarel efectodereversióno disminuciónde laslesionescon el empleo

de fármacos.Los intentosdeconstatarlaparticipacióndelos RL enla patogeniade los procesos

de 11W hanpermitidoelaborardiferentesmétodosparacuantificarlas lesionesy parabuscar

tratamientosefectivosquedisminuyanla mortalidaddeestasafecciones76.En el presentetrabajo

sehanseleccionadoaquellosreferidosa la VR del tractointestinal.

Los primeros estudiosdirigidos a aumentar la supervivenciase realizaron con

tratamientosa basede glúcidos a fin de suministrarun aporteenergéticoadicional,ya que

durantela isquemiaseproducíaun descensobruscodelos nivelesde ATP77, causada,en parte,

porla acidosismetabólica,y ademásporqueestedecrementodelpH provocabaunadisminución

en la actividadde ¡a fosfofructoquinasa78.La ~ctosa 1,6 difosfatoesun intermediariode la

glucolisis quegeneragran cantidadde energía,y quepresentaun efectivopapelterapéutico

durantela isquemiay despuésde la reperfi¡siónde órganoshipóxicos~.

Sawchucketalt> en 1986, realizaronun trabajoparacompararel efectodela fructosa

1-6 difosfatoy de la glucosacuandoseinyectabanen ratassometidasa isquemiade la AMC

durante90 minutos.Tras48 horasde reperfusiónencontraronquetanto la glucosacomo la

fructosa1-6 difosfato lograbanincrementarde manerasimilar la tasade supervivencia,con

respectoaanimalescontrol,tratadoscon soluciónsalina.Boornstein,Lawrencey Cronenwett8’

en 1988apuntaroncomotratamientofarmacológicocontrala isquemia:intestinalel empleode

glucagón.Paraello utilizaronratasmachode variedadSprague-Dawley,y tras exponerlasa

isquemiamesentéricadurante85 minutos,encontrarondiferenciassignificativasde supervivencia

tras48 horasde reperfusión,frentea ungrupocontroltratadoconsustanciaplaceboabasede

soluciónsalina.

Sun,Fariasy Markov82 en 1990,utilizarondosgruposexperimentalesderatasmacho
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sometidas a 30 minutos de isquemia: uno tratado con glucosa y el otro con fructosa 1-6

difosfato, entre los 3 y los 5 minutos anteriores y posteriores al momento de la reperfi.isión,

encontrandodiferenciassignificativasde supervivencia,con respectoaanimalescontroltratados

con solución salina.

Wangel al.83 estudiaron los efectos de la adenosina y la adeninaen el metabolismo del

intestino en VR. Sometieron las ratas a 60 minutos de isquemia y 20 minutos de reperfusión.

Prepararon cuatro grupos, uno control, y tres de tratamiento con: 200 gg de adenosina; 500 ¡sg

de adenosina; y 500 ¡sg de adenina, respectivamente. Determinaron a nivel yeyunal la

concentración del ATPy el grado de peroxidación lipídica por HPLC(High Performance liquid

chromatography). Concluyeron que la adenosina promovía rápidamentela recuperación de los

niveles de ATP tras la reperfusión, mientras que la adenina era mucho más lenta y que el

tratamientocon adenosinano disminuíala peroxidaciónlipídica.

Dadaala implicacióndel sistemade la XO durantela isquemia’y la generacióndeRL

enel momentodela reperfiisión,otrosautoresemplearonanálogosdela hipoxantina.Monis,

Haglundy Bulkley84 en 1987, encontraronunadisminuciónconsiderabledelas lesionesen el

epitelio intestinal de ratas sometidas a isquemia intestinal y tratadas con alopurinol -análogo

estructural de la hipoxantina-, respecto de animales control. Moya, Fernández y Martinez~ en

1991 administrarondiferentesconcentracionesde alopurinol intrapentoneala 50 ratasmacho

antes y después de un cuadro isquémico, encontrando lesiones más leves en la mucosa intestinal

respecto a los animales control. Resultados similares encontraron Krasna y Lee en ratones

sometidos a isquemia intestinal86. Rodríguez trató a dos series de ratassometidasa30 y a 60

minutosde isquemiaintestinal respectivamente, con alopurinol y valofó los niveles de MDA

concluyendoque el alopurinol reducíael daño producido por la deprivaciónde oxigeno

disminuyendolos nivelesde MIDA respectoal grupocontrol87.

Otras sustancias utilizadas han sido el a-tocoferol o el ácido fólico, que se unen a las

membranas celulares, evitando o disminuyendosu peroxidaciónlipídica, lo que contribuyea

disminuir de las lesioneshistológicas88y a aumentarla supervivencia89i

Puestoque los cuadrosisquémicoscursanen muchasocasionescon un importante

componenteinflamatorio,activadoinicialmenteporla fosfolipasaA
2, sehanutilizadosustancias

inhibidoras,afin dedetenerla destrucciónmasivade lasmembranascelulares.Otamirí, Lidhall
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y Tagesson~« en 1988, emplearon la quinacrina, un potente inhibidor de la fosfolipasa A2

encontrandoun descensopoco relevantede las lesionesintestinales. Otros autoreshan

continuado esta línea bloqueando productos intermedios generados tras la liberación del ácido

araquidónico como la prostaglandina E2 o los leucotrienos. Fernánd9z. Martínez y Vega
9’

utilizaron indometacina -un antagonista de la prostaglandinas- en ratas hembra, señalando una

disminución moderada de las lesiones histológicas, en cambio, Ben-Dahan et al.92 no

encontraron diferencias significativas de supervivencia en ratas con IMA tratadas con

indometacina respecto a controles.

En los últimos años se están empleando como antioxidantes, mezclas de sustancias para

reducir al máximo las lesiones producidas por la reperfiisión. Massberg eta!93compararon las

lesiones producidas durante la reperfusión en dos grupos de ratas expuestas a I¡R intestinal,

tratando a un grupo con una solución de Ringerlactato y a otra con Carolina rinse -que

contiene adenosina, alopurinol, glutation, deferoxamina, lactato sódico, cloruro potásico,

clorurosódico y cloruro cálcico-, indicando que el segundo grupo presentó menos lesiones en

la mucosaintestinaly que sepreveniael acúmulode leucocitos.

Otrosautoreshan empleadocomo tratamientosustanciasantioxidantesenzimáticas

comola superóxidodismutasa(Sol)). Granero94, para comparar el efecto que producía el

tratamientocon SOD, empleócuatrogruposde ratas;dosfueronsometidosa 30 y 60 minutos

deIMA respectivamente,mientras que los otros dos fueron. expuestos a los mismos tiempos de

isquemia intestinal, pero además fueron tratadas con SOl) -15 UIIg-. Encontró una disminución

en las lesiones estructurales del enterocito y una disminución de los niveles de MDAen los

animaies tratados. Fernández95 obtuvo resultados parecidos cuando proYocó isquemia hepática

experimental, valorando niveles de MI)A y lesión celular.

1.14. FALLO MULTIORGÁNICO.

Hortony Whitepusieronde manifiestounacomplicaciónmultiorgánicatrasunperíodo

de I/R intestinal. Como consecuenciaeste cuadropatológico se liberarían: mediadores

inflamatoriosprocedentesde la destrucciónde membranascelulares,incluyendoderivadosdel

metabolismo del ácido araquidónico y presencia de RLO, que contribuirían al desorden

isquénuico,conperoxidaciónde membranas y destrucción masiva de ésta~;endotoxinasliberadas
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por el desarrollo de las bacterias anaerobias del intestino; ácido láctico pór un descenso brusco

de los metabolitos aerobios, con una bajada del pH y liberación de agentes quimioatrayentes que

provocaríanun aumentode la permeabilidadvascular,con presenciade edemaintersticial

generalizada. Estos componentesliberados al torrente sanguíneo, ya alterado como

consecuenciade un fallo hemodinámicogeneral,provocaríauna disfuncióncardíacageneral,

caracterizada por pérdidade contractibilidadcon posibilidadesde fallo ventricula96. Las

citoquinas están muy implicadas en las disflmnciones de la microcirculación vascular tras

episodiosde PR.Xiao, Cardeny Alexanderencontraronen ratasuninciementoimportantede

estasúltimas tras 90 minutos de isquemia intestinal97. El resultado final sería un fallo

multiorgánico generalizado que conduciría a un shock isquémico y la muertedel animal.

Otros autoresexponen la respuestade otros órganos remotos, dañadoscomo

consecuenciadeun tbflo isquémicoen el intestino.LaNoueeta!98 señalan que la VRintestinal

induce edemapulmonarcomo consecuenciade la liberación de tromboxano,Lee el al?9

mencionanalteracioneshepáticascomo consecuenciade la presenciadegasen la venaporta

procedentedeintestinosisquémicosy Shutzel a!í¿X> menciona complicaciones cardíacas como

consecuenciade cuadrosde isquemiamesentéricaaguda.

1.15. SUPERÓXIDO DISMUTASA.

En 1968 McCord y Fridovich encontraron que una enzima presente en los hematíes era

capaz de catalizar al ión superóxido, y por esta capacidad se la denominó superóxido dismutasa

(50DV01.

La SOD esunametaloproteinaencuyaestructuraseencuentraun grupometálicounido

a cuatroresiduosde histidina. Actualmenteseenglobaala SOl) entresfamiliasdependiendo

delgrupometálicoquelleven en su estructura:hierro-SOl)(Fe-SOD),manganeso-SOD(Mn-

SOD)y la cobre/zine-SOD(Cu/Zn SOD).

La dismutaciónesmuy rápida,con reaccionesde 2. 10~ molesporsegundo.Conun

puntoisoeléctricodeentre4,6 y 6,8, la enzimapresentaunacarganetanegativa,lo quedebería

ser una barreraelectrostáticapara la entradade anionessuperóxido,en cambio acelera

enormementelareacciónde catálisis.Estudioscristalográficosdemuestranquela estructurade

la Cu/Zn SOl) presentaen la superficieun túnel de entradacargadopositivamentecon la

-28-



1, INTRODUCCIÓN.

existenciade 8 residuosaminoacidicosde tipo lisina, los cualescreanun campomagnéticoque

atraey guíalos anionessuperóxido.Lo másprobableesqueestascaracterísticasimpidanuna

colisión con la enzimaorientandolos anionesdirectamenteal centroacti~’o’02.

La superficiede la enzimapresentaun diámetroaproximadode 24Á. El diámetro

disminuyeprogresivamentehastallegaral centroactivo,dondesereducetansólo a4k. E! túnel

de entradaformaun verdaderoaceleradorde partículasparalos anionessuperóxidoque son

guiados hasta impactar con el átomo metálico103.

El mecanismocataliticodela enzimaconsisteen la reduccióny reoxidaciónde aniones

superóxido, generadosdurante el metabolismo celular y mantenidos en muy bajas

concentraciones por la SOl)’04. Estos aniones son reducidos y se forma unamoléculamucho

menosreactiva,que es el peróxido de hidrógeno, el cual es rápidamente destruido por ¡a

catalasa.

• Cobre/zinc-superóxido dismutasa.

Todas las CuJZn SODaisladas de organismos eucariotas tienen un peso molecular

aproximadode 32 Kd y estánformadaspordossubunidadesproteicas,cadaunadelas cuales

presentaun centroactivo que contieneun ión de cobrey otro de zinc¿ Cadasubunidadestá

compuestaprincipalmentepor ocho cadenasantiparalelasde 151 aminoácidoscadauna,

dispuestasen estructuraI~, formandoun cilindro y con tres loopsexteriores.El ión cobredel

centroactivo seunea la moléculaa travésdecuatroresiduosde histidina-44, 46, 61 y 118-,

mientras que el átomo de zinc interaccionacon el de cobrea travésde la histidina61, y seune

a la moléculaatravésdel carboxiterminaldela histidinas69 y 78 y del grupoaspartato81105,106

La reaccióncatalizadapor la SOl) procedentede eritrocitosde bovino tieneun margenmuy

amplio de acciónentrepH de 5,3 y 9,5.

Durantela reacciónde dismutaciónel cobrerealizaunareacciónreversiblede oxidación

y reducción, eliminando de este modo los radicales superóxido y transformandolos en 02 y 1120

E) zinc no participaen la reaccióndel ciclo catalítico,y pareceque su presenciaes

imprescindible para estabilizar la estructura de la molécula>05.

La Cu/Zn SOl) estápresenteen la mayoríade los tejidosy abundaen el interior delas

células. A nivel extracelular se la conoce como EC~SODíoYy esunaglicoproteinatetramérica

hidrofóbica,conpesomolecularde 135 Kd, y aunquesufunciónno estáclara,parecequeactúa

-29-



1. INTRODUCCIÓN.

como agente antioxidante en los espacios extracelulares.

Los valoresmediosde la enzimaen los tejidosvariansensiblemqntesegúnel sexo.En

el duodenoseha comprobadoquelos nivelesde Cu/Zn SOD, parahombresesde 471 UIImg

de proteína, mientras que en mujeres este valor se reduce a 3 11 UIL/mg de proteína. Tampoco

existeunarelaciónentre los niveles de SOl) extracelular e intracelular. Los nivelesde EC-SOD

en hombresson de 14 UL/mg de proteínay en mujeresalcanzavalores de 18 UI/mg de

proteína’08.Esimportantetambiénañadirquela concentraciónde estaenzimaen los tejidosno

semantieneconstanteen el tiempoy varianconsiderablementeen funciónde las necesidades.

En estudiosde hiperoxiaen pulmonesde ratasneonatas,seobservacomo la síntesisde CuIZn

SOD sedisparatras72 horasde exponera los animalesaunaatmósferahiperóxica,mientras

que en adultos el incremento ocurre a las 24 horasíO9.

• Manganeso-superóxido dismutasa.

Tieneun pesomolecularaproximadode entre32 y 40 Kd. Catalizala mismareacción

que laCu/ZnSOl) aunquedisminuyesuactividadapH elevadospor e¡~icimade 7.

Suconcentraciónen duodenovariasensiblementeentresexos,siendoen hombres16,6

¡JI/mg de proteínay en mujeres11,1 UI/mg de proteína.

• Hierro-superóxidodismutasa.

Contienegeneralmentedos subunidadesproteicas,presentandoentoncesuno o dos

cationespormolécula.El hierrodentrode la enzimasepresentaen estadoférrico,y al oxidarse

en presenciadel aniónsuperóxidopasaaaniónferroso.Al igual que laMn SOD, presentauna

considerabledisminuciónde la actividadcuandosela exponeapH elevados.
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2. INTERROGANTES, HIPÓTESIS Y OBJETIVOS DE

INVESTIGACIÓN

2.1. INTERROGANTES

• Medianteel pinzamientode la AMC ¿seproduceisquemiaintestinalaguda?.

• En caso afirmativo ¿afectaríanlas lesionesderivadasde ello directamentea la

supervivencia de los animales?.

• Igualmente, ¿estaría relacionado directamente el tiempo de oclusiónvascularcon el

númerode muertes?,o lo queesigual, ¿esproporcionalel tiempode isquemiaal porcentajede

muertes?.

•EI riesgode muertetras la isquemiaexperimental,¿seconcentraenun espaciocorto

de tiempo tras la repermeabilización o, por el contrario, es similar a lo largo de todo el tiempo

de observación?.

• ¿Influye el tiempo de isquemia en la salida del estado anestésico?.

• ¿El grado de mortalidad afecta por igual a hembras y a machos sometidos al mismo

modelo experimental de isquemia mesentérica aguda, o, por el contrario, el sexo determina

algunavariaciónde la supervivencia?.

•EI peso de los animales en el momento de la intervención ¿con~tituye un factor capaz

de modificar la tasade supervivencia?.

•Puesto que la presencia de radicales Ubres en el medio produce la peroxidación lipídica

de las membranas, ¿aumentaría el grado de peroxidación de las membranas durante la isquemia-

reperfusión, con el consiguiente aumento de MIDA libre?.

• Puestoque el papel de una sustancia enzimática antioxidánte como la SOl) es

neutralizar los radicales libres. ¿el tratamiento del animal con esta enzima disminuida los niveles

de MIDA libre?, ¿es capaz el tratamiento con SOl) de aumentar la supervivencia ante la

isqucmia?

•Como consecuencia de la VR, ¿se alteran ciertos parámetros bioquímicos detectables?.
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• ¿Existen diferencias anatomopatológicas microscópicas o macroscópicas entre

individuos control y los de las series isquémicas experimentales?. De existir estas diferencias,

¿se agravan al aumentar los tiempos de anoxia?.

• ¿Cómoafectaun períodode isquemiaa la recuperación de las funciones fisiológicas

del animal?.

2.2. HIPÓTESIS.

•Hipótesis conceptual de trabajo: La ~A es una entidad patológica que cursa con un

importante índice de mortalidad, en relación directa con la duración de la anoxia, de modo que,

a mayor duración de la isquemia, son mayores las tasas de mortalidad en los animales, y por

consiguiente, más graves las lesiones microscópicas y macroscópicas.

Puesto que los procesos de I¡R se asocian a la presencia de RL, induciendo a la

peroxidación lipídica de las membranas y a flillos multiorgánicos generalizados, la SODatenuará

el efecto lesivo de los RL y reducirá la tasa de mortalidad en individuos sometidos a isquemia

intestinal.

• Hipótesis estadísticas:

- Hipótesis nula. La duración del tiempo de la isquemia intestinal no presenta

ninguna relación con las tasas de supervivencia de los individuos sometidos a

isquemia mesentérica experimental, ni la aparición de lesiones tanto

microscópicascomomacroscópicas.La presenciao no de RL enel medio no

afecta a la estructura de las membranas celulares, y por tanto, el tratamiento con

SODno modifica, ni el grado de peroxidación lipídica ni la supervivencia de los

animales.

- Hipótesisalternativa.Cuantomayor esla duraciónde un cuadroisquémico,

inÉs severassonlaslesionesquesedeterminany tantomayor esla mortalidadde

los animales.

Comoconsecuenciade la presenciadesproporcionadade RL en el medio, tras

la reperflisión, se induce una rápida peroxidación de las membranas,

incrementándose de manera considerable la presencia dc MDAlibre y la tasa de
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mortalidad, efectos que pueden ser revertidos mediante un tratamiento adicional

de SOl).

2.3. OBJETIVOS.

Los principalesobjetivosdel presenteestudioexperimentalsonlos siguientes:

• Obtenerlas curvas de supervivencia y la función de riesgo, de animales sometidos a

diferentes tiempos de [MA, con el fin de calcular la DLO, la DL50 y la DL 100.

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

a hembras.

•Definir el tipo y el grado de las lesiones estructurales, microscópicas y macroscópicas

que se producen después de un cuadro de I/R, y valorar el grado de las lesiones con respecto

a los tiempos de anoxia intestinal.

•l)elimitar la “barrera crítica” de recuperación de los animales, según la cual se podrá

conocer el intervalo de mayor morbimortalidad postisquémica.

•l)emostrar las posibles alteraciones de los parámetros bioquímicos producidas tras la

¡/R.

• Cuantificar el grado de peroxidación lipídica de las membranas tras la 1/W

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

isquemia mesentérica, con y sin tratamiento a base de SODadministrada por vía intravenosa.

• Mejorarla tasade supervivenciay disminuir el gradode las lésiones postisquémicas,

empleando un método terapéutico a partir de SOD.

• Comprobarla evolución de diferentes parámetros fisiológicos tras la oclusión

experimental de la AMCdurante las 9 semanas posteriores a la intervención.

2.4. CRONOGRAMA DEL DISEÑO EXPERIMENTAL.

Este trabajo experimental consta de las siguientes etapas expuestas por orden

cronológico:
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•Obtención de las curvas de supervivencia de cada una de las series experimentales, con

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

•Tras conocer los ritmos y las tasas de mortalidad, se estudian los diferentes grados de

las lesiones que aparecen como consecuencia de los diferentes tiempos de isquemia.

Determinación de los parámetros bioquímicos y de las caracteristícas fisiológicas -ingesta de

alimento y líquido, valoración de las heces, despertar anestésico, evolución del peso etcétera-,

empleando la serie control y la serie Shamoperation.

•Deflnidos los tiempos de isquemia y su letalidad, se administra SOl) a dos series para

estimar la tasa de mortalidad con tratamiento antioxidante.

•EI último paso consistió en determinar si existe un aumento de MDAlibre en el tejido

isquémico como metabolito final de la acción de los RL durante la peroxidación lipidica, y el

efecto del tratamiento con SODen la concentración de MIDA libre.
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3. MATERIAL Y MÉTODO.

3.1. MATERIAL.

Sedescribeel animalde experimentación,el materialy fármacosefflpleadosen cadafase

o actode la experimentación.

3.1.1. ANIMAL DEEXPERIMENTACIÓN.

Seutilizaronratasde laboratorio,pertenecientesa laespecieBanusnorvegicus, variedad

‘Wistar”. Se escogieron animales de entre 9 y 12 semanas de edad con peso comprendido entre

240g y 300 g. siendola media de 266,14 g. (DE19,25). La elecciónde e~tosanimalessedebió

a la menorpresenciade tejido adiposo,a la buenasalud quepresentanlps ejemplaresjóvenes

y serla rata un animal relativamente asequible, de fácil manejo, resistente a infecciones,y que

requierepocoscuidados.

3 1 2 APLICACIÓN DE LA ANESTESIA.

Seutilizan parainyectar:

-jeringasde 1 y 2 ccparala administraciónde fármacos,modeloPlastipak®de un solo

uso,

- agujasde 21 Gdegrosory de 0.8 por 25 mm de longitud.

3.1.3. INDUCCIÓN ANESTESICA.

Seutilizó la mezclade tresfármacos:

- dia.zepam, 5 mg/ml.

- atropina, 1 mg/mI,

- ketamina,50 mg/ml.

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

ketaminay 40%dediazepam.
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3.1.4. PREPARACIÓNDEL CAMPO QUIRURGICO.

- máquinade afeitar modeloWahl 8900®,

- sustanciaantiséptica,povidonaiodada.

3.1.5. PREPARACIÓNQUIRÚRGICA.

Elementos que forman el soporte de baseparala intervencion:

- tablade diseccióndecorchoparasujetaral animal, de 40 cm

largo,

- láminade papelde filtro quesesitúacubriendola superficiede latablade disección,

de 52,5 cm de largopor42,5 de ancho,

- tirasde esparadrapode telamodeloLeukoplast

por las extremidades,

- alfileresentomológicosparafijar el esparadrapoal corcho.

3 1 6 ACTO QUIRURGICO.

3 1 6 1. Material fungible:

mascarilla,

guantesestérilesde látex del 7 ‘/2,

gasasestérilesde 5 cmpor 5 cm,

- compresas,

- paños.

3.1.6.2.Laparotomía:

- pinzasde disección,Adson®de 12 cm,

pinzas para tejidos, de dos por tres dientes de 18 cm d~ Ferris-Smith,

tijeras de extremo curvo, Adson modelo BC-423® de 130 mm,

- tijeras de extremo recto, Adson modelo BC-321® de 115 mm,

deanchopor60 cm de

dc 5 cm de aného para fijar al animal
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- pinzashemostáticas,Halsted-Mosquito®de 12 cm,

- porta agujas,de Mayo-Heger®de 15 cm

3.1.6.3.Microcirugía:

- pinzasde extremoromo, modeloAdsonOC-22®de 100 mm,

- pinzasde extremocon punta, modeloAdsonBD-333®de 115 mm,

- tijeras modelo,AdsonFD-22 © de 85 mm.

3. 1.6.4. Material quirúrgicohabitual:

- bisturí de mangometálico,número4 parahojadel número20 ref BB520

AesculapAG®,

recipientemetálicoparasoluciónsalina,de 100 ni],

cinta vessel-loop paravisualizary fijar la arteria mesentérica,

- m¡croclamp atraumático, modelo Heifetz 659105 © para la

arteriamesentérica,

- lámparaparacampoquirúrgico,Martín. ChromopharcC-2000©,

- lupade 0,7 a4 aumentosmodeloOlympus Tokyo 285079®,

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

abdominal,

- suturano reabsorbiblede sedade 3/0 para suturar la piel,

- solución salina, para lavar la heriday limpiar la sangre.

3.1.7. NECROPSIA.

3.1.7.1.Fármacos:

- pentobarbital,20 g/100 mí,

3.1.7.2. Instrumental:

- Para-formaldehídoal 10%,

oclusiónde la

la musculatura
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- tubos de ensayo,parala recogidade muestras, ¡

- jeringade 1 cc, parala administraciónde la medicacióñ modeloPlastipak©

de un sólo uso,

- agujade 21 G, de medidas0.8 por 25 mm,

- tablade disección,de 40 por60 cm con basede corchp,

- láminade papelde filtro, de 42,5 por52,5 cm,

- tijerasrectas,modeloAdsonBC-321©de 115 mm,

- tijerascurvas,parael cortedetejidosblandos,modeléAdsonBC-423 © de

130 mm,

- cuencometálico, de 100 ml para el lavado con solución salina de las piezas de

necropsia,

- pinzas,modeloFerris-Smith© de dospor tresdientes~de 18 cm,

- balanzade precisiónelectrónicaparaórganos,modelqFY-300©.

3.1.8. PESODELANIMAL

Balanza automáticaelectrónicamodeloMini-sc Mobba©.

3.1.9. EXTRACCIÓNDESANGRE.

Sepracticautilizando:

- jeringa, Plastipak© de un solo uso de 10 cc,

- agujaestéril intramuscular,deun solousode 21 G y de medidas0,8 por 25 mm,

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

3.1.10. DETERMINACIÓNDEPARÁMETROSSANGUINEOS.

Autoanalizador de bioquímica clínica Technicon DA.X 2000©, junto con los

correspondientesreactivos, para la determinaciónde urea, creatiina, aspártico

transaminasa, alanin transaminasa, gamma glutamil transpeptidasa, láctico
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deshidrogenasa,creatinfosfo kinasa,sodio y potasio.

3.1.11.ESTUDIO HISTOLÓGICO.

Se realizamediante:

- inclusorautomáticode parafina,Milles Scientific. Tissue-TekVip©,

- mícrotomo,Reichert-Jung.Modelo 2035Boicut Leica instruínentsGMbH©,

- microscopio óptico, Nikon Optifot HFX-IIA©,

- cámara fotográfica,

- materialde tincion.

3,1.12.ADMINISTRACIÓN DE LA SOD.

3.1.12.1.Material.

Se inyecta:

- Cu/ZnSOl) liofilizada procedentede eritrocitos de bovino, en viales de 3000

UI., de SIGMA CHEMICAL CO©.

- solución salina para irrigación, con 0.9 g. de cloruro sódico por cada 100 ml

de agua destilada y apirógena. Con un pH de 5,5 y osmolarídadde 308 mosnill.

3.1.12.2.Instrumental.

Se utiliza el señaladoa continuación:

- microinyector Meditronika modelo A-99©,

- butterfly-23 de0,4 mm de diámetroexterno,modeloVenisystem®,

-jeringasde 2 ml de un solouso..

3.1.13. SOPORTEINFORMÁTICO.

- Hardwareinformático. PC 486-DX2, marcaRedkom-Cornputer©,de 8 Mb de

memoria RAMy 2,5 Gb de memoria ROM.
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- Softwareinformático. Se usaronlos programas:

- hojade cálculo Excel versión5.0 paraWindows,

- procesador de textos WordPerfect versión 6. 1 paraWindows,

- procesador de textos Word versión 6.0 para Windows,

- paqueteestadisticoSPSSversión6. 1 .3 paraWindows.

3.2. METODOLOGÍA.

3.2.1. ANESTESIA

3.2. 1.1. Medidas generales.

Durantela experiencialos animalesdispusieronde comiday bebidaad libitun¡ incluso

enlashoraspreviasa la intervención.Antesde éstase realizóun controlpreviosobreel estado

de salud y de peso, comprobando que éste se encontraba entre 240 y 300 g.

En las 24 horas previas a la intervención se realizó un estudio visual para detectar

posibleslesionesexternas,alteracionesde comportamientoo cualquiera~pectoanómalo.De no

encontrarsenadairregularel animaleraencuadradoen un grupoy en unaseriea laesperade

la intervención.

3.2.1.2.Medidaspreanestésicas.

Una vez incluido el animal en el grupoexperimentalcorrespondientepor cumplir los

parámetrosrequeridos,y minutosantesde la operación, se le ponderó exáctamente para calcular

el volumen de anestesiaa inyectary, en el casode los animalescon tratamientoadicionalde

SOD, calcularla concentraciónde enzimaainocular.

3.2.1.3. Inducción a la anestesia.

Sesujetaal animalporla cola que se extrae entre los barrotes de la cubierta superior de

lajaula; acontinuaciónsetira suavemente del animal hasta que el rabo queda en su totalidaden

el exterior,y la partefinal del cuerpoapoyadaen los barrotes.Inmovilizadoel animalde esta

manera, con el muslo apoyado en los barrotes, se procede a la inyección intramuscular del
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preparado anestésico.

La preparación del complejo anestésico se realizó, mezclando en un tubo de ensayo de

10 mí, los fármacossiguientes:clorhidratode ketamina -50 mg/mi-, diazepam -5 mg/mI- y

sulfato de atropina -1 mg/mí-, en una proporción de 5O%-40%-10% respectivamente.A

continuación se agita el preparado,y delvolumen total se extrae con una jeringuilla, la cantidad

en mí, en funcióndel pesodel animal.Se le inocula 0.003 ml porcadagramode peso.

Realizadala inyeccióndel complejoanestésico,selibera al animaly seesperael tiempo

necesariohastaque entreen estadode dormición. Estosecompruebacolocándoleen posición

supinay observandoqueha perdidola capacidadde volversey demoverse,y queseencuentra

en relajacióne hipotoníamuscular.

3.2.1.4.Ventilacion.

No es necesarioaplicarventilaciónartificial al animal, ya queescapazde respirarpor

sí mismo, y son suficienteslos gasesnormalesde la atmósfera.Sí es importantetenerla

precauciónde dejarlibres lasvíasrespiratoriasy evitar quecualquierobjeto le cubrala cabeza

y, especialmentelas fosasnasales.

3.2.1.5.Mantenimientode la anestesía.

El volumen de anestesia inyectado en la primera dosis fue suficiente en los animales de

las seriesII, III, IV, y, VIII, IX, X, XI y XII. En las seriesVI y VII, a los 100 minutosde la

dosisinicial, seinyectaron0.0008ml porcadagramode pesocorporaldel complejoanestésico,

lo que mantuvo al animal dormido hasta el final de la operación. ¡

3.2.2. METODO DE LA PREPARACIÓNQIJITRURGICA. ¡

3.2.2.1. Rasurado.

Comprobadoel estadoanestésicoserasurótoda la superficie abdominal, desdeel

cartílago xifoides hasta los órganos genitales externos, en sentido longitudinal, y

transversalmente, desde la extremidad inferior izquierda a la derecha.

3.2.2.2. Fijación a la bandeja de diseccion.

Con tiras de esparadrapode tela se rodean las porcionesterminales de las 4
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extremidades, dejando un pequeño saliente en las tiras. Se coloca al animal en decúbito supino

sobreunaláminade papeldefiltro, situadasobrela bandejade diseccióñde corcho.Puestoel

animal en el centrode la bandejase fija clavandoalfileres entomológicosen las tiras de

esparadrapo que sobresalen, quedando la superficie abdominal expuestahacia arriba y con las

4 extremidadesextendidasen formade X.

3.2.3. ACTO QUIRURGICO.

3.2.3.1.Asepsia.

El materia]utilizado enla intervenciónfije previamenteesterilizadó,o seutilizó material

desechableesterilizadocomoagujas,jeringas,gasas,hojasde bisturi, etcétera.

Una vez rasurada la zona abdominal, se procedió a su limpieza mediante frotación con

una gasa estéril impregnadaen povidonaiodada.

El operadorrealizóun lavadoquirúrgico previo de manoscori jabónantiséptico.Se

trabajócon guantesde látex estériles,asícomo con mascarillay bataqtiirúrgicaestéril.

3.2.3.2.Técnica.

Situadoel animalen decúbitosupino,y fijado a la tablade disección,seprocedeala

desinfecciónde la zonaabdominal,limpiándolaen todaslas direcciones,con unagasaestéril

impregnadaen povidonaiodada.Secubreal animal con un paño quirúrgico abierto que delimite

el campooperatorioexpuestoal exterior.

A continuación se practica una laparotomía media, en direcciónlongitudinal desdeel

cartílago xifoides hacia la región pubiana con un corteaproximadodeunos5 cm. La incisión

en piel se realiza con bisturí de mango metálico y hoja desechable.

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

gasaestéril impregnadaen soluciónsalinaa 350C.

El siguientepasoes seccionarlos músculosrectosabdominalespor la línea media,

usandoel bisturí pararealizarun cortede mediocm de longitud, aproximadamente;tamaño

suficiente para introducir unas pinzas rectas de extremo romo en la cavidad abdominal, con

precaución para no tocar el paquete intestinal. A continuación se levanta con las pinzas la

musculatura abdominal, y con las tijeras rectas se procede al corte por la líneaalbahastala altura
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del cartílago xifoides. De este modo se accede a la cavidad intestinal, con espacio suficiente

para la manipulación de la AMC.Después de realizado el corte se limpia la zona con gasa estéril

empapadaen suero.

Seguidamentesecolocanlos separadores,hechosconun clip dobládoa mododegancho

y sujetos por detrás con una goma elástica, fijada con un alfiler entomológicoclavadoen la mesa

de disección.Secolocaun separadora cadalado de la musculaturaabiertay entreel clip y la

musculaturaseinterponeunagasaestérilhúmedaparaevitar lesionesde la pared.Tantoel clip

corno la goma elásticafueron esterilizadosdentro de una bolsa ce?rada,con pastillas de

paraformaldehídosólido.

Unavezseparadala musculaturaapareceel paqueteintestinalqueseextraemanualmente

desplazándolohaciael ladoderechodel operador,y seenvuelveen unagasaestéril empapada

en suero a 3 50C, para evitar erosiones intestinales y reducir al mínimo la evaporación de líquido.

Con el paqueteintestinal en el exterior,se observanel riñóny lavenarenalizquierdas.

El pasosiguienteesdesplazarel estómagohaciala derecha,observandola AMC y su latido.

En el extremocranealtoma su origen la arteriaaorta abdominal,y en la porción caudalse

introduceen la raíz mesentérica,dondeinicia su ramificación.

Visualizadala AMC seprocedea la utilizacióndel materialde microcirugía-tijerasy

pinzascon extremoromo-, ayudadocon lupade cuatroaumentos.Con las pinzasde disección

selevantala arteriahaciaarribay con lastijeras de puntaromaseabreunpequeñoorificio en

los tejidos periadventiciales a cada lado de la misma y se cruza por detrás con una cuidadosa

manipulaciónparaevitar su lesión.

Disecada la AMC, se pasaunacinta vessel-Iooppordetrásde la mismaparasucontrol

-figura 3-.

A continuación,tras observarel tamañoy el latido de la arteria, se procedea la

colocacióndel microclamp.Paraello, ayudándosede la cinta vessel-loop,seelevael tronco

arteria] haciaarribay seintroducenlas pinzasde microcirugiapordetrásdela arteriade modo

que asomenpor el lado opuesto.Luego se elevan ligeramentelas pinzas,provocandoel

levantamiento de la arteria.Entoncesseabrenlaspinzas,colocandoen el huecoquequedaentre

sus dos ramasel microclaxnpvascularatraumático.Enestemomentosetomalahoraparamedir

el tiempo de isquemia y se comprueba que el latido arterial en el extremo caudal del microclamp
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se ha interrumpido -figura 4-. Se retiranlos separadoresy seprocedea la colocacióndel paquete

intestinal en la cavidadabdominal.Deestemodo semantieneal animal mientrasquedurala

isquemia.La incisión secubrecon unagasaimpregnadaen sueroparadisminuir la pérdidade

líquidosdel organismo.

Transcurrido el tiempo de isquemia se retira el microclamp, previa colocación de los

separadores y extracción del intestino, comprobando el restablecimiento de la circulación y el

pulso arterial y la integridad del vaso.

Finalizadala intervenciónseprocedeal cierre de la musculaturacon sutura sintética

rea.bsorbibleDexonde 3/0 mediantepuntoscontinuos,conagujacircular. En la piel seemplea

suturano reabsorbible-sedanegrade 3/0-, con agujatriangularrecta,pormedio de puntos

sueltos.

Tras suturar la incisión, se limpia la herida con solución salina a 350, eliminando

cualquier resto de sangre y aplicando povidona iodada en toda la superficie. El animal se coloca

en unajaula de macrolónindividual conbasede sepiolita,disponiendoUe comiday bebidaad

líbaum.En estascondicionesse hace un seguimiento del animal, observaildo la salida del estado

anestésico. Tras 72 horas de observación en jaula individual los animales son traslados a jaulas

comunitariasde cincoanimales.

Transcurridos 7 días desde la operación, se retiran los puntos externos de sutura de la

piel. Para ello, se introduce al animal en una jaula de barrotes que permite su manipulación, sin

ningún tipo de molestia y se cortan los puntos. A continuación selimpia la heriday sele vuelve

aintroducir en lajaula.

3.2.4. OBSERVACIÓNCLI’NICO-PATOLÓGICA TRAS LA RETIRADA DEL CLAMP.

Transcurridos los minutos de isquemia estimados para cada; serie se valoraron las

alteracionesclínico-patológicasproducidascomo consecuenciade la falta de irrigación. Los

puntosobservadosfueron:

3.2.4.1. Presencia de gas intestinal. Se valoraron las acumulaciones anormales de gas en

el intestino, especialmenteen el ciego. Se definió como variabledependientecategórica,

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

acumulaciónimportanteen el restode laspartesintestinales.

3.2.4.2.Perforaciónintestinal. Sevaloró la existencia,en su caso,de posiblesroturaso

perforacionesde la paredintestinalporvisualizacióndirectadel intestino.

3.2.4.3.Placasde Peyer.En la revisiónglobal del intestino trasel cuadroisquémicose

verificó la presenciao no de placasde Peyer. Sedefinió comovariable~categórica,siendode

gradoOcuandoa la vistapresentóun aspectonormal;y de grado 1 su presenciaresaltada.

3.2.4.4. Hemorragia intestinal. Se vió la existencia o no de sangre en el lumen intestinal

directamentey encomparacióncon el aspectoquepresentabael intestinoantesdel pinzamiento

arterial.Se definió como variablecategóricadependiente,siendo de grado0, la ausenciade

sangreextravasada;grado 1, la presenciafocal de hemorragiasintestinales;y grado 2, la

presencia de hemorragias en sábana, con grandes áreas sangrantes a lo largo del intestino y

cantidadabundantede sangreextravasada.

3.2.4.5.Desvitalizaciónintestinal.Despuésde retirar el clamp se anotóel gradode

desvitalización del intestino según una escala categórica,siendode grado0, cuandono se

observó desvitalización intestinal; grado 1, la presencia de desvitalización discreta con ligera

congestióny palidez;grado2, desvitalizaciónmoderadacon edema;y grado3, desvitalización

intensa y colapso de las arterias intestinales.

3.2.4.6. Repermeabilización vascular. Tras retirar el clamp de la arteria y permitir el paso

de sangre nuevamente, se estimó la permeabilidad del tronco mesentérico y la presión del flujo,

comprobando por apreciación visual directa, la recuperación del latido arterial y el paso de la

sangre a través de la arteria. Se definió como variable categórica, siendo de grado O la

reperfiisión correcta con observación evidente de la recuperación del latido arterial; y grado 1,

la reperfiisión poco manifiesta con colapso arterial. A los individuos muertos durante el cuadro

isquémico, que no soportaron el tiempo de isquemia, se les catalogó como sujetos perdidos

(SP).

3.2.4.7. Alteraciones orgánico-fisiológicas. Se definieron como’ alteraciones orgánico

fisiológicas los estados de hipotermia, convulsiones, apnea o disnea, alteraciones de la frecuencia

cardíaca-bradicardiao taquicardia-,o las manifestacionescianóticasen órganosdistalestales

como las extremidades y el hocico. Se valoró como grado O la ausencia de alteraciones
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orgánicasy como grado 1 la presenciade algunade las alteracionesmencionadas.

3.2.5.OBSERVACIÓNCLINICA.

A continuación de la intervención quirúrgica de los animales se procedió a su

observaciónindividual, por series, en jaulas y estantesdebidamenteidentificados.Seguidamente

se detallacadauno de los parámetrosde estudiomanifestandoel método seguidoparasu

observación:

3.2.5.1. Despertardespuésdela anestesia.Finalizadoel procesooperatorioseseparo

al animalde la mesade diseccióny sele trasladóaunajaulaindividual, donde fue observado

permanentemente.Seconsideróqueel animalsalíadel estadodeanestesiacuandocomenzaba

arealizarmovimientosvoluntarios,aunqueno fuerandesplazamientoslargos, yaqueselimitaba

atorsionesdelcuerpoy amovimientosde lasextremidades.Se observóla respuestaa estímulos

acústicosmediantepalmadasy estímulosalgógenospor punción leve en las extremidades

posteriores.Se considerópositivala respuestacuandoel animalrespondíaal estimulo,en forma

de huida, sobresaltoo retracciónde la extremidad.Las observacionesse efectuaroncon

intervalosde 30 minutosdurantelastresprimerashorasposterioresal postoperatono.

Duranteel tiempo de observaciónpostoperatoria,hastael momentodeabandonardel

estadoanestésico,los animalespermanecieronenjaulasindividualesen la salade operaciones.

Tras el despertaranestésicofueron devueltosal estabularioa las 9ondicionesestándarde

temperaturay fotoperiodo,manteniéndoseenjaulasindividualesdurantelas 72 horasposteriores

ala intervencon.

3.2.5.2. Ingestade agua.Despuésde salir del estadoanestésicolos animalesfueron

devueltosal estabulariosegúnse describeen el punto 3.2.5.1. La ingestión de aguafue

comprobabavisualmente,medianteun bebedorgraduado,a las 24 horas,a las 48 horas,y a las

72 horas.

3.2.5.3. Ingestadealimento. Secontrolóvisualmentesi el animalcomíao no y cotejando

la disminucióndel pesode la comida,consupesoinicial y al realizarlas comprobacionesalas

24,48 y 72 horas.Igualmenteseaprecióporquelas porcionesde alimento secolocaronenteros

y aparecíanroídosen los distintosperíodosde observación.
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3.2.5.4. Heces. Se determinó la cantidad, consistencia y color de las heces a las 24, 48

y 72 horasposterioresa la intervención.

3.2.5.5.Evolucióndel pesocorporal.CadaanimalIbe pesadoal inicio de la intervención

quirúrgica comprobando que el peso estaba comprendido entre los límites establecidos -240 y

300 g-. La evolución del peso se siguió semanalmente a partir de la operación. Los animales que

sobrevivieron9 semanasfueronsacrificadosy pesados.Los queno sobrevivieronesetiempo

fueron pesadosen el momentode su muertey antesde realizárseleslá necropsia.

3.2.5.6. Supervivencia.Se determinómedianteobservacionesrealizadasa las 2, 12, 24,

36, 48, 60 y 72 horas posteriores a la retirada del clamp, y diariamente durante las 9 semanas

que duró el experimento.

3.2.6. METODOLOGÍADELSACRIFICIO

Transcurridas las 9 semanas de observación, los animales queno habíanfallecido,fueron

sacrificados por la inyección intramuscular de pentobarbital, a razón de 0,001 ml por gramo de

pesocorporal.

3.2.7. NECROPSIA.

Fallecido el animal por causas naturales tras la operación, o por eutanasia en los

animalessupervivientes,sepesóy seprocedióa la recogidade muestrasorgánicas.Paraello se

fijó al animal a la tabla de disección y se repitieron los pasosdel procesooperatorio,segúnse

detallan en el apartado 3.2.3.2. para la apertura de la cavidad abdominal. Las muestras tomadas

durante la necropsia se introdujeron en tubos de ensayo, debidamente identificados, y con

formaldehidoal 10%comofijador.

3.2.7.1.Observaciónde la cavidadabdominal.

3.2.7.1.1. Cavidad peritoneal. Se apreció la existenciao no de derrame

peritoneal,de focosinflamatoriosy de adherencias.

3.2.7.1.2.Aspectodel paqueteintestinal. Se estimóla¿oloracióny las lesiones

en la serosay la coloraciónde los pequeñosvasosintestinales.Igualmenteseobservóla
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existenciao no de dilataciónintestinalporacúmulosde gasen el interior de la luz intestinal,

valorándosesegúnla clasificacióndel apartado3.2.4.1.

Serecogieronlas siguientesmuestrasparacadaestudiomicroscópico:2 cm de yeyuno,

2 cm de íleon y otros 2 cm de colon ascendente.Cadapieza fue abiéttalongitudinalmente,

enrolladaen espiralsobresí mismay atravesadatransversalmentecon un alfiler a fin de queen

los cortesde las muestrasse observasemayor superficie intestinal. ‘A continuaciónfueron

introducidasen tubosde ensayoidentificados,con aldehidofórmico al 10%.

Despuésseextrajo el intestinoabriéndololongitudinalmente,observandoel aspecto

macroscópicode la mucosa,la existenciade erosioneso úlceras,la a~aríciónde hemorragias

y ladesvitalizaciónintestinal.Estastresúltimassevaloraronde forma individual segúnvariable

categórica,siguiendola mismaescaladeclasificacióndelas apanados3.2.4.2.,3.2.4.4.y 3.2.4.5

respectivamente.

3.2.7.1.3. Hígadoy riñones.Ambos riñones y el hígadofueron extraídosy

pesados,realizándoseel estudiomacroscópico.A continuaciónfueron preparadospara su

estudiomicroscópico.Encadauno de los órganosserealizóuna variablecategórica,definida

como de grado O parala ausenciade lesionesy grado 1 antela presenciade alteraciones

macroscópicas.

3.2 7 1 4 Arteriamesentéricacraneal. Seobservóla existenciade adherencias

detejidosperiadventiciales,la presenciadetromboso émbolosy lesionesparietales,recogiendo

el troncoarterialparasu estudiohistológico.

3.2.7.2.Cavidadtorácica.

Seprocedióasuapertura,medianteel cortelongitudinalde laporcióncostalcontijeras

quirúrgicas,sevaloró la presenciade derramepleural,definiéndolacomovariablecategórica,

de modo que gradoO significó la ausenciade derramepleuraly el grado 1 la presenciadel

mismo.A continuaciónseextrajeronlos pulmonesy sepesaron,constatandosuaspectoexterno.

De los mismossetomaronbiopsiasparasuestudiomicroscópico.Igdalmenteseintrodujo la

variablecategóricademanifestacióndelesionespulmonares,siendogradoO la ausenciay grado

1 la aparicióndeanomalíasmacroscópicas.
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3.2.8. APLICACIÓN DE LA SOD.

Parael estudiode supervivenciacon tratamientode SOl), seutilizaronlas siguientes

seriesexperimentales: ¡

• Serie VIII. 10 machos,sometidosa 90 minutosde isquemiamesentéricaaguday

tratados con sustancia placebo a base de solución salina. ¡

• SerieIX. 10 hembras sometidas a 60 minutos de isquemiamesentéricaaguda,tratadas

con placebo a base de solución salina.

• SerieX. 10 machos sometidos a 90 minutos de isquemia mesentérica aguda y tratados

con SOD.

• SerieXI. 10 hembrassometidasa 60 minutosde isquemiamesentéricaaguda,y

tratadascon SOl).

El cuadro isquémicofue provocadosiguiendoel procedimientoquirúrgico habitual

descritoen el apartado3.2.3.2.

Las series VIII y IX fueron utilizadascomo control, siendotratadascomo ya seha

indicado con soluciónsalina -0,9g de cloruro sódicoporcada100 ml de agua-a razónde

0.002 ml por g de peso corporal.

Las seriesX y XI fueron tratadas con SOD la cual se presentó liofilizada, en viales de

3000 ¡JI. La enzima fue diluida en solución salina hasta una concentración de 1000 ¡Ji por ml.

Seadmiistróenunaconcentraciónde 2 UI por gramode pesocorporal,y en flujo constante

arazónde 0,1 ml porminuto.

El tratamiento de SODy el placebo, se aplicaron por vía intravenosa a través de la vena

yugular, mediante el sistema de émbolo impulsado por microinyector automático, utilizando una

jeringade Icc con subdivisionesdecentésimasde ml. Dormido el animal, serealizóun cortea

nivel del cuello, y trasvisualizar el troncovenososedescubrió por disección. Mediante un

sistemade butterfly de 23 G se conectóla agujaen la yugular del Énimal, introduciéndola

primeramenteen el músculopectoral,y avanzandohastasupenetraciónen lavena,conel fin

dequeal retirarla aguja,la propiapresióndel músculocerraseel orificio de la puncióny evitar

la extravasaciónsanguínea.El otro extremoseconectóalajeringade 1 mI, la cualasuvezse

montóen el soportedel microinyector-figura 5-.
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3.2.9. TRATAMIENTO HISTOLÓGICODE LAS PIEZAS.

Parael estudiode las muestrasde los distintostejidosmediantemicroscopiaópticase

practicaronlos siguientespasos:

• tallado de las piezas,

• inclusión en parafina,

• realizacióndecorteshistológicoscon un espesorde 3 micrasmediantemicrotomode

rotación,

• desparafinación.y mantenimiento en estufa a 800 C., durante30 minutos.

Seguidamente se utilizaron las siguientes tinciones: ¡

3.2.9.1. Técnica de tinción con hematoxilina eosina (HE.)

A) Reactivos:

- hematoxilinadeHarris:

- hematoxilina,5 g,

- alcohol absoluto,50 mI,

- aguadestilada,1000mí,

- oxido demercurio,2,5 g,

- alumbrepotásico,100g.

- eosina:

- eosina,1 g,

- aguadestilada, 100 mi,

B) Batería:

- 3 pases por xilol, 3 cubetas,

- dos pases por alcohol de 100 grados, 2 cubetas,

- dospasesporalcoholde 96 grados, 2 ¿ubetas,

- lavadoen aguacorrientedurante2 minutos.
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C) Técnica:

- tinción con hematoxilina, de 3 a 5 minutos,

- lavadoen aguacorriente durante dos minutos.

- tinción con eosina, medio minuto,

- deshidratacion:

- dospasesporalcoholde 96 grados, 2 cubetas,

- 2 pasespor alcoholde 100 grados,2 cubetas,

- 3 pasesporxilol, 3 cubetas,

- montajecon bálsamoEUKIT.

3.2.9.2.Técnicade tinción Giemsa.

A) Reactivos:

- soluciónGiemsa:

- giemsaMerk©, 20 mí,

- aguadestilada,80 tul,

- 100 ml de aguadestiladacon unasgotasdeácidoacéticoglacial,

- alcohol isopropílico.

B) Técnica:

- desparafinar e introduciren aguadestilada,

- colocaren la soluciónde Giemsadiluida durante1 hora,

- extraer los cortes de la solución de Gietusa y se introducen en una

solución de agua con ácido acético durante unos segundos,

- seextraen los cortes de la solución anterior yse pasan por alcohol de

960 hastaque seobtengael colordeseado,

- sedetienela diferenciaciónsumergiéndolos3 Veces en isopropanol,2

minutoscadavez,
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- sepasan3 vecesporxilol,

- semontanen EUKITT.

3.2.9.3. Técnicade tinción con PAS-para-aldehídos de Schiff-

A) Reactivos:

- soluciónde Alcian-Blue: pH 2.5

Alcian-Blue,0.5 g,

ácidoacéticoal 10%, 100 ml,

- ácidoperiódicoal 0.5%.

- sulfurode Ruisseuso bisulfito sódicoal 2%:

Metabisulfitosódicoal 10%,6 mí,

ácidoclorhidriconormal,5 mí,

ácidoclorhidrico,8,4 mí,

aguadestilada,hasta100 ml.

- reactivode Schiff

pararosaniline hydrochloride, 1 g,

bisulfito sódicoanhidro,1 g,

ácidoclorhidríconormal,20 ml

aguadestilada200 ml.

Paraprepararel reactivode Schiff sehierven200 ml de aguadestiladay seañadela

pararosaniliney sedisuelve.La soluciónseenfríahastalos 500 C y acontinuaciónseañadeel

bisulfito sódico,agitandola preparación.Se vuelvea enfriarla soluciónhastalos 250C y a

continuaciónseañadeel ácidoclorhidrico y se agita la mezcla.Sedejareposar24 horasen

oscuridaden frascosámbary si en estetiempo el preparadono adquiereuna tonalidad

transparente,sele agregacarbónactivoy sefiltra el contenido.Si despuésde realizarel filtrado

la preparaciónsiguesin estartransparente,sedesecha.

B) Técnica:
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- hidratarlos cortes,

- introducir en ácidoperiódicodurante10 minutos,

- lavardurantelO minutos,

- añadirel reactivode Schiff, de 15 a 30 minutos,

- añadirel bisulfito sódico sin previo lavado y mantenerlo durante 10

minutos,

- lavary contrastarcon hematoxilina. Lavar,deshidratary montar.

C) Resultados:

La tinción con para-aldehído de Schiff es el mejor colorante de mucopolisacáridos

ácidos.Con estatinción al serobservadala preparaciónal microscopio,los glúcidosaparecen

enunatonalidadpúrpura,los núcleosen azul,los citoplasmascelularesen color amarilloy las

membranas basales en púrpura rojizo.

3.2.9.4. Técnica de tinción tricómica de Masson.

A) Reactivos:

- sulfatoamonio-férricoal 5%,salácidade alumbreférrico,

- hematoxilinade Weigert,solucionesA y B,

- soluciónde ácido pícrico,

- ácido pícrico a saturación en alcohol de 960, 2 partes,

alcohol de 960,

- soluciónde fucsinaácidaacética.SoluciónA,

fucsinaácida, 1 g,

ácidoacéticoglacial, 1 mi,

agua destilada, 100 mí,

- soluciónde Pouceau-xilidina.SoluciónB,

pouceau-xilidina,1 g,
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ácidoacéticoglacial, 1 ml

Aguadestilada,100 mí,

- se mezcla una parte de solución de fucsina-solución A-, y dospartes

de xilidina -solución B-

- ácidofosfomolíbdicoal 1%,

- soluciónverdeluz -Gurr’s-.

Verde luz, 1 g,

ácidoacéticoglacial , 1 mí,

aguadestilada,100 mí,

Se puedereemplazarporácidoacéticoal 25%y azulde anilinahastala saturación.

B) Técnica:

- hidratar los cortes,

- alumbreférrico a600 C, durante20 o 30 minutos,

- agua destilada, lavar muy bien,

- hematoxilina de Weigert, durante 4 minutos,

- lavar,

- diferenciarconácidopícrico hastaque solo los núcleosesténteñidos

y los hematíeshayanperdidola coloración.Esto sehacedurante10

minutos,

- lavardurante10 minutos,hastaque no salga mas ácido pícrico,

- teñir los citoplasmas con la solución A más B de fiicsina-xilidina

durante5 minutos,

- lavaren agua,

- diferenciaren fosfomolíbdico que decolorala colágenay tiñe los

eritrocitos y los citoplasmas; duración 5 minutos,

- sin lavar, teñir la colágena con verde luz durante 10 minutos,
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- deshidratary montar.

C) Resultados:

Las coloracionesque se obtienenson: tejido conjuntivoy moco en verdeo azulado,

citoplasmasrojizoso anaranjados,necrosisfibrinoide naranjay núcleosen pardo.

3.2.9.5.Técnicade Gallegoparafibras elásticas:

A) Reactivos:

- soluciónA:

- 10 cede aguadestilada,

- 25 gotasde fucsinade Zieh,

- 2 gotasde ácidoacéticoglacial.

- soluciónB:

- 10 cc de aguadestilada,

- 1 gotadeácidonitrico puro,

- 2 gotasde formol puro,

- 1 gota de perclorurode

- picro-indigode Carmín,

- ácidopícrico a saturaciónen agua,

carmín al 1%y se compruebael color

hierro al 10%;

se le añadeel índigo de

conpapeldefiltro.

B) Técnica:

- sensibilizacióncon soluciónA, duranteunossegundos,

- sin lavarseagregala soluciónA. Secontrola el color al microscopio

óptico,

- lavarmuybien,

- realizarla fijación con B durante5 minutos,

- lavary contrastarcon picro-indigo. ¡
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C) Resultados:

- se visualizan las fibras elásticas en color violeta oscuro.

3.2.9.6. Método del Oil-red O.

A) Reactivos:

- soluciónmadre: Sepreparasaturandoel alcohol isopropílicocon el oil-

red O.

- soluciónde trabajo:Se filtra la soluciónmadrey sediluye con 6 cc. de

ella, 4 cc. de aguadestilada,sedejareposar durante10 minutosy se

filtra sobre los cortes invertidos.

B) Técnica:

- los cortesdelos tejidosserealizanen congelacióny se lasintroduceen una

solucióndiluida duranteun tiempo de 10 a 30 minutos,con los portaobjetos

invertidoso flotandoen la solución,

- selavamuy bieny concuidadode queno serompancuandoestánlos cortes

flotando,ya quesi subenala superficieseabren,

- seañadeala solución,hematoxilinade Carazzidurante10 minutos,

- lavary montaren gelatinade glicerinade Roulet-Kaisero enPlasdonaC.

C) Resultados:

- Los lípidossevisualizanen color rojo y los núcleosen azul.

3.2.10.RECOGIDADE MUESTRAS Y DETERMINACIÓNDEMDA LIBRE ENTEJIDOS.

Para la determinación de los valores de MDAlibre en los tejido~ se emplearon:

• SerieXII.- 10 machosdecontrola los queúnicamentesetomaronmuestrasdetejido

intestinal.

• SerieXIII.- 10 machosa los que sesometióa 90 minutosde IMA segúnlatécnica

generaldel apartado3.2.3.2.con 30 minutosde reperfiisióny tratamientocon SOD. Tras 30

minutosdereperfusiónsetomaronmuestrasdel yeyuno.
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• SerieXIV.- 10 machossometidosal mismo procedimientoque la serieXIII pero

tratadosúnicamentecon soluciónsalina,

Las tomasde muestrasyeyunalesserealizaronen todoslos animalesy seintrodujeron

en tubosde ensayode cristal conservadosa ~20oC y debidamenteidentificados.Estepasose

realizó para no romperla cadenadelfrío.

En las30 muestrasintestinalesseaplicó el testdel TRA paraconocerla concentración

de MIDA libre en el tejido.

3.2.10.1.Testdel TRA

- Preparaciónde la curvaestándar.

Se prepara una solución madre de MIDA auna concentración de 706 nM/mI. De esta

solución se hace una dilución 1/10 en tampón fosfato pH 7, con lo que la nueva solución queda

aunaconcentraciónde 70,6 nM MDA/ml. A partir de estaserealizandilucionesseriadas1:1

segúnel esquema:

Tubo 1 =>O,14ml de muestra+0,86ml de tampónfosfato.

Tubo 2 =>1 ml de tubo 1±1ml de tampónfosfato

Tubo 3 => 1 ml detubo 2+1 ml de tampónfosfato

Tubo 4 =>1 ml de tubo 3+1 ml de tampónfosfato

Tubo 5 =>l ml de tubo 4+1 ml de tampón fosfato

Tubo 6 =>1 ml de tubo 5+1 ml de tampónfosfato

Tubo 7 :=>1 ml de tubo6±1mI de tampónfosfato

Tubo 8 =>1 mI detubo 7+1 ml de tampónfosfato

9,88 nM MDA/tubo

4,94 nM MIDA/tubo

2,47 nMMDA/tubo

1,24~nMMIDA/tubo

0,62 nMMDA/tubo

0,31 nM ¡VIDA/tubo

0,15 nM ¡VDA/tubo

0,08nM MIDA/tubo

Realizadaslasdilucionesseañadenacadatubo,al igual quea lasmuestrasde tejido-que

seespecificanen el punto3.2.10-, los siguientes reactivos en el orden que se indica:

- 1 ml deácidofosfórico 1%, con el fin de detener la producción de RL,

- 33 ~ilde butil hidroxitolueno-diluido al 0,01%en alcohol étílico-, paraimpedir la

neoformaciónderadicales,
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- 0,6 ml de ácidotiobarbitúricoal 0,6%-diluido en aguadestilada-,quereaccionacon

el MDA dandounasolucióncoloreada.

El blancosepreparade la mismamanera,sustituyendola muestrade tejido por 140 pl

de tampón fosfato,

A continuación se ponen los tubos en un baño de agua a 1000C con agitación suave,

durante 45 minutos. Trascurridoel tiempo seobservaunatonalidadrosataen las muestras.En

este momento las muestras se introducen en un baño con agua fija.

A continuación las muestras se extraen del baño y se añade a ¿ada tubo 1,4 ml de ti-

butanol para disolver la fase orgánica, se agitan, y se centrifugan a 4000 rpm durante 15 minutos

a una temperatura de 50C. Se recoge la fase orgánica de cadaunade las muestrasy semide por

espectrofotometría a 535 nmde longitud de onda.

- Preparaciónde las muestras.

Se tomaron 50 mg de tejido por ml de tampón fosfato pH 7 y se trató con

homogeneizador de vidrio, realizando la operación en un baño con hielo. A continuación se

depositóla muestraenun tubo de ensayoy secentrifugódurante20 minutosa 5500rpm a una

temperatura entre O y 50C. Se tomaron 140 pl del sobrenadante y se depositaronen un tubo de

ensayo.

El resto del procedimiento se realizó conjuntamente con la curva patrón, como se

describe en el apartado 3.2.9.1.

- Realizaciónde los cálculos.

Cada una de las soluciones, bien sean las de la curva patrón o lás soluciones del tejido,

semidieron en el espectrofotómetroa 535 nm de longitud de onda.

Efectuadas las lecturas de las disoluciones patrón, se realizó la recta de regresión para

el cálculode los parámetrosde lamismay se detenninó el coeficiente de regresión E., que deberá

sermayoro igual a 0,95, lo que indica que el 95% de los puntos se encuentra dentro de la

correlaciónlineal.

El resultadode lasmuestras,afin deconocerla concentraciónde MDA libreporgramo

de tejido sedefinepor la fórmula:
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nM MIDAIg de tejido=~ (DO535- a)/bx ml tampónfosfato/mgde tejido x 1/0,14x 1000

siendo:

- b, la pendientedela recta,

- a, laordenadaen el origen,

- DO535, la absorbanciadecadauna de las muestras,

- ml detampónfosfato/mgde tejido, sonlos 50 mg detejido diluidosen 1 ml de tampón

fosfatoparahomogeneizarla muestra,

-0,14, los mIdemuestraquesecogen,

- 1000el factorde conversiónde mg ag de tejido.

Porlo tanto la fórmula desarrolladaquedade la manera:

nM MDA/g de tejido (DO535 - a)/b x 20/0,14. ¡

3.2.11.EXTRACCIÓN DE SANGRE

3.2.11.1. Exanguinaciónintracardíaca

Se utilizó una aguja de 0,8 mmde díametroy 25 mmde longitud, acopladaa unajeringa

de 10 cc. Dormido el animal, secolocaen decúbitodorsal.Con los dedosindice y pulgar,a

travésde la masaintercostal,selocalizael corazónpercibiendosus latidos.A nivel intercostal

derechose introducela agujahastael corazón,procediendo,con lá jeringa acoplada,a la

exanguinacióntotal. Con estatécnicase obtienende8 a 10 cede sanÉre,quesedepositanen

un tubo sin anticoagulante,perocon gel de siliconacomoseparadormecánico.Estetubo se

centrifugóa 3000r.p.m.durante10 minutos,previaretraccióndel coágulo.

Serecogieronmuestrassanguíneasde tresseries:

- Serie1. SerieControl.Tomade sangretraslas9 semanasde observación,coincidiendo

con su eutanasia.

- SerieII. Shamoperation.Igual queparala serie1. ¡
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- Serie XIV. 10 animalesmachossometidosa 90 minutos de isquemia y 30 de

reperfusión. Transcurrido este tiempo, se realizó una toma de muestrade sangre,antesde

realizarla necropsia.

3.2.11.2. Determinacionesbioquímicasséricas:

-aspártico transaminasa (AST o GOT),

- alanin transaminasa(ALT o GPT),

- gammaglutamil transpeptidasa(UGT),

- láctico deshidrogenasa(LDH),

- creatin fosfo kinasa(CPK).

3.2.11.3.Determinaciónde sustratosmetabólicos

- urea(UREA>,

- creatinina(CREA).

3.2.11.4.Determinaciónde iones:

- sodio (Na~),

- potasio(Kj.

3.2.12.METODOLOGÍA ESTADÍSTICA.

En el presentetrabajoexperimentalseaplicó el estudioestadísticode los resultados

segúnel modelode investigacióncientificoenel queestuvieranencuadrados,siguiendoel diseño

deestudioscientíficoselaboradoporDoménech1t0A continuaciónsedescribencadauno delos

diseñosestadísticosqueaparecenen el presentetrabajo:

- estudiode supervivencia-seriesde 1 aVII-, en el que seregistrandatosparaun

períododetiempoy, además,seineorporael momentoen el quesepr¿duceel evento-estudio

longitudinalprospectivo-,

- estudiode supervivencia-seriesdeVIII a XI- con un tratamientopredeterminado-

estudiolongitudinalprospectivo-,
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- ensayoclínico -seriesde 1 a VII-, dondeseestudianparámetrosde determinaciones

fisiológicas-alimentación,bebiday defecación-,

- ensayodedeterminacionesséricas-bioquímicasde 9 metabolitossanguíneos-,llevado

a caboen los animalesde las series1, II y XIV.

- Ensayo clínico -series XII, XIII y XIV-, paradeterminarlasconcentracionesdeMDA

-estudiotransversal-.

El procesoestadísticodifiere segúnel tipo de estudio,tal coAio sedetallanen los

siguientesapartados.

3.2.12.1.Estudio de supervivencia.

A) Variables:

- independiente:Diferentestiemposde isquemiaintestinal a los que se

somete a las diferentes series,

- dependiente:Diferentestasasde mortalidadque se presentancon la

modificaciónde los tiemposde isquemia.

B) Matriz de datos:

Los resultadosdela supervivenciaseexponenentablasy comprendenlos

estudiosestadísticossiguientes:

- estudiode la x2 de Pearson.Seobtienenlos valoresde la distribución

Chi cuadrado,la p dePearsony el gradode signiÉcaciónparaunerror

unilateraldep=0,05,

- valoraciónde la supervivencia-proporciónacumuladade supervivencia-

Se emplea método actuaríal -o método de las tablas de vida-,

desarrolladoporBerksony Gageen 1950y Cutíery Ederer,en 1958.

Consisteen agruparel tiempo de participación de cadasujeto en

intervalosde tiempopredeterminados-igual queel métododeKaplan-

Meier- y calcular las probabilidadesde supervwenciaestimandolas

probabilidadescondicionadasde supervivencia,correspondientesacada

uno delos intervalosdetiempo,
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- cálculode la funciónde riesgo,quedescribe la dinámica del proceso y

representa la probabilidadcondicionadaporunidadde tiempoque tiene

un sujetode fallecerdurantela observación.

3.2.12.2.Estudiode ensayosclínicos

A) Variables:

- independiente:Diferentestiemposde isquemiaintestinala los que seha

sometido a las diferentes series.

- dependientes:Atendiendoa su clasificaciónsedividen en:

- categóricas:

presencia o ausencia de un determinadó carácter cualitativo,

presenciao ausenciade alteracionesmacroscópicasy presencia

o ausenciadealteracionesmicroscópicas,asícomo la cantidadde

individuosde cadacategoríade estudio-númerode animalesque

beben,quecomeno querealizandeposicionestrasla operación-

- cuantitativas.-datosmétricos. ¡

3.2.12.3.Índicesdescriptivosparavaloraciónde variables

Para medir la distribución de datos seutilizaronlos siguientesindicesestadísticos:

A) Índicesdescriptivos,basadosen momentosparavariablescuantitativas:

- medidasbasadasen momentos:

- medidasdetendenciacentral.-mediaa+itmética,

- medidasde dispersión.- desviación estándar.- cuantifica la

variabilidad.

Ambas se expresaroncomo mediaaritmética(d~sviaciónestándar).

B) Medidas basadas en ordenaciones:

- medidade tendenciacentral:

- mediana.-comovalorcentralde un conjuntodeobservaciones.
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- medidasde dispersión.-los percentile~25 y 75 describenla

posiciónde un sujetodentrodel grupodé referencia.

C) Medidasparadescripcióndecaracterescategóricos:’

- razonesy tasas.

3.2.12.4.Representacionesgráficas.

A) Paravariablescategóricasseconfeccionaronrepresentacionesde diagrama

de barras,diagramadebarrasapiladasy agrupadas. ¡

B) Paravariablescuantitativasseeligió el diagramade caja -boxplol-, para

medidas basadas en ordenaciones -analíticas y concentración de ¡VIDA-, debido

a la capacidadque tienen paraesquematizardistribucionesasimétricasque

difierende unadistribuciónnormal;y diagramadebarras~barrasagrupadaspara

las medidas basadasen momentos-evolucióndel peso-.I

3.2.12.5.Técnicasestadísticasparacomparaciónde variables.

Para la comparaciónestadísticade variables,se adoptaronlos métodospropuestospor

Fisher en que se establece como mínimointervalode confianza(IC) cl 95%, despreciandoel

2,5% de cada una de las dos colas -5% total- de las distribuciones muestrales. Segúnestopara

los testestadísticosdevariables,sehautilizado comogradode significaciónestadísticaun valor

de p=O,OS

Para la comparaciónentre las variables independiente-tiempo- y las variables

dependientes,atendiendoala naturalezade lasúltimas, sedispusoel siguienteprocedimiento:

A) Variablescuantitativas:

- Exploración de datosy detecciónde anomalías.Condicionesprevias:

- bondad de ajuste a una distribución normal, mediante el

cumplimientodel testde normalidadde Shapiro-Wilks,

- verificaciónde igualdadde varianciasentrelos resultadosde

cadacategoríaatravésdel testde Leverie.

- Pruebasde independencia.
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- Comparación de 2 medias:

- t de Student Fischer.- cuando ambas muestras no

contradicenel supuestodenormalidad,obtenidomediante

el testde Shapiro-Wilks,

- U deMannWhitney.- cuandoalgunamuestravulnerael

supuestode normalidad.

- Comparación entre una variable dépendientecon otra

independiente con varias categorías:

- análisis de la variancia (ANOVA); cálculo de la

intensidad de la relación depéndientemediante el

coeficiente r~2, cuando no se vulnera el supuestode

normalidad,ni el de homogeneidádde las vananciasen

los datos de las variables, obtenido a travésdel test de

Shapiro-Wilks; y contrastes múltiples a posteriori

medianteel procedimientode Boriferroní,

- testde KruskalWallis, cuandosevulnera,en cualquier

categoría, el supuesto de normalidad o el de

homogeneidadde las varianciasdel testde Shapiro-Wilks,

y contrastes múltiples a posteriori mediante el

procedimientode Bonferroní.

B) Variablescategóricas.

Serealizóel testde x2 dePearsonparala comparaciónde las razonesobtenidas.

Se tomaroncomo valoressignificativosaquelloscuyo valorfije p<0 05

3.3. CARACTERÍSTICAS DE LOS ANIMALES.

3.3.1. ESPECIEYNUMERO DE ANIMALES UTILIZADOS.
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Seutilizaron210 ratasdela especieRa/tusflorvegicus,variedad ‘~Wistar”, de los cuales

120 eran machos y eran90 hembras,

3.3.2. PROCEDENCIA.

Los animales procedieron del animalariodel ServiciodeMedicinay CirugíaExperimental

del Hospital Militar Central “Gómez Ulla”, de Madrid.

3.3.3. PESOY EDAD.

Los animalesutilizadospresentaronun pesohomogéneocomprendidoentre240 y 300

g y unaedadde entre9 y 12 semanas.

3.3.4. CONDICIONESDE VIDA.

3.3.4.1.Hábitat.

Los animales permanecieron enjaulas de Macrolónde 35 cm de ancho por 60 cm de

largo y 20 cmde alto, con base de sepiolita en gránulos absorbentes. El número de animales por

jaula fUe cinco, según la normativa vigente de la UniónEuropea,sobrealojamientoy cuidados

de los animales destinados a experimentación ~86/609/CEE~Iii. ¡

Tras la intervención quirúrgica los animales permanecieron en’ jaulas individuales de

macrolón durante las 72 horas siguientes cuyasdimensioneserande 23~x 23 x 15 cm.

Las condiciones del bioterio fUeronhomogéneas,atemperatura‘constantede 220 a240

C, y fotoperiodode 12 horas.

3.3.4.2. Alimentación.

Los animalesdisponíande comiday bebidadiariacid libitum. La comidafue administrada

enpellets,elaboradosporpiensosMoragónRef AC-10.

• Constituyentesanalíticosy porcentajede aditivosdel piensoadministrado:

- proteínabruta 22.40%

- celulosabruta 3.70%

-67-



3 MATERIAL Y MÉTODO

- grasasbrutas. ... 4.00 %

- cenizasbruta .6.20%

-calcio .1.10%

- fósforo .... 0.75 %

- sodio .0,16%

-vitamina A U1/Kg. .. 15000

- vitamina D3 U.I /Kg . . . 2500

- vitaminaE («-tocoferol)p.p m 100

- sulfatode cobrep.p.m 20

• Ingredientes:Cereales,extractosde proteínasvegetales,

vegetal, carnes y subproductos animales, aceites y gasas,

butilhidroxianisoletoxiquin.

subproductosde origen

su~tancias minerales y

3.3.4.3.Cuidados.

Durante la experiencia se cuidó especialmenteel mantenimientoen las mismas

condicionesdefotoperiodoy temperatura,disponiendode alimentacióny bebidaa voluntad,y

de limpiezadiariade lasjaulas.

3.4. SERIESDE ANIMALES UTILIZADOS E IDENTIFICACIÓN.

3.4.1. SERIES

Seconstruyeron14 seriesexperimentalesformadaspor:

• SERIE1. Seriecontrol- Formadapor 10 machosy 10 hembras’.No fueron sometidos

a intervenciónquirúrgicay sirvieronde controlparacompararlos resultadosde observación

entre los individuos intervenidos y los no intervenidos quirúrgicamente durante 9 semanas.

• SERIE II. Serie Shawoveration.- . Formadapor20 animales,10 decadasexo. Se les

sometióalaparotomíamediaabdominaly disecciónde la AMC, dejandola cavidadabdominal

abierta durante 180 minutos,procediendo a continuación a su cierre. Al igual que la serie 1 se
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utilizó comocontrol.

• SERIE III - Serie de isquemiade la AMC durante15 minutos. Integradapor 20

animales, 10 machosy 10 hembras.Se les sometió a intervenciónquirúrgica segúnel

procedimiento general señalado en el apartado 3.2.3. y se les pinzó la AMCdurante 15 minutos.

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

• SERIE IV.- Serie de isquemiade la AMCdurante 30 minutos. Formada por 20

animales, 10 de cada sexo. Intervenidos según el método general -apartado 3.2.3.-

realizándoseles el pinzamiento de la AMCdurante 30 minutos. Se controlaron los parámetros

durante las 9 semanas de observación.

• SERIE V.- Serie de isquemiade la AMC durante60 miñutos. Formadapor 20

animales, 10 de cadasexo. Intervenidossiguiendoel métodogeneral del apartado3.2.3.

realizándoseles el pinzamiento de la AMCdurante 60 minutos. Se les realizó control de los

parámetrosdurantelas 9 semanasde observacion.

• SERJEXI.-Seriede isquemiade la AMC durante120 minutos. Formadapor 20

animales, 10 de cada sexo. Intervenidos de acuerdocon el método general 3.2.3.

practicándoselesel pinzamientodela AMCdurante 120 minutos. Se practicó un control de los

parámetrosdurantelas 9 semanasde observacion.

• SERIE VII.- Seriede isquemiade la AMCdurante 180 minutos. Formada por 20

animales, 10 de cada sexo. Fueron intervenidos según el método general señalado en el apartado

3.2.3. realizándoseles el pinzamiento de la AMCdurante 180 minutos. Se efectuó el control de

parámetros durante las 9 semanas de observacion.

• SERIE VIII.- Formada por 10 animales machos, utilizados¡como controles para el

tratamiento con SOD. Se les sometió a 90 minutos de lIMA, y se realizó un tratamiento con

solución salina como solución placebo, según se describe en el apartado 3.2.8. de la

metodología.

• SERIE IX.- Formadapor 10 animales hembras utilizados ‘como controles para el

tratamiento con SOD. Se les sometió a 60 minutos de [MA según el apartado 3.2.3. del método,

y un tratamiento a base de solución salina en relación con el punto 3.2.8. del método.

• SERIE X.- Formadapor 10 animales. Se les sometió a 90 minutos de lIMA por el
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procedimientogeneraldescritoen el apartado 3.2.3., y fueron tratados con SODsegún se dice

en el apartado 3.2.8. de la metodología.

• SERIEXI.- Formadapor 10 animaleshembras.Seles sometió60 minutosde IlMA por

el procedimiento general descrito en el apartado 3.2.3., y fuerontratadascon SOD segúnse

describeen el apartado 3.2.8. de la metodología.

• SERJEXII.-Formadapor 10 animales machos a los que no se les sometió a IMA. Se

tomaron muestras del yeyuno según se describe en el apartado 3.2.10. y sirvió como control

paracompararlos nivelesdeMDA libresen intestino.

• SERIEXIII.- Formadapor10 animalesmachossometidosa isquepiiaintestinal durante

90 minutossegúnmetodologíadel apartado3.2.3. y 30 minutosde reperfusión.Estosanimales

fuerontratadosconSOD, segúnel apartado3.2.8.de la metodologíay sejomaronmuestrasdel

yeyuno según el apanado 3.2.10.

• SERIEXIV.- Formadapor 10 individuosmachosa los queseles sometióa90 minutos

de isquemiasegúnmetodologíadel apartado3.2.3 y 30 minutosde repérfitsión.Antesde ser

sacrificados se les practicó punción cardíaca para toma de muestras de sangre según apanado

3.2.11. Seguidamentese tomaronmuestrasdel yeyuno segúnel apartado3.2.8., para la

determinaciónde MIDA en intestino.

3.4.2. IDENTIFICACIÓN DELOSINDIVIDUOS Y DELAS SERIES.

Las diferentes series fueron separadas en jaulas y estantes debidamente identificadas con

etiquetas.

Cada jaula fue ocupada por animales de la misma serie y del mismo sexo. Cada animal

fue identificado mediante la colocación subcutánea de chip electrónico á la altura del cuello.
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