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Efecto de antioxidantes en anastomosis intestinales en un
modelo de isquemia-reperfusion en conejos

Resumen

El dafio por isquemia-reperfusion a nivel intestinal secundario a la formacién de
radicales libres de oxigeno puede ser aminorado con los antioxidantes, que son un
mecanismo de defensa para combatirlos ¥y reducen las manifestaciones
microvasculares de lesidén por isquemia-reperfusion. El acido ascérbico y el alfa-
tocoferof pueden ser ltiles para reducir dicho dafio, permitiendo una mejor
cicatrizacion de las anastomosis intestinales posterior a un evento de isquemia-
reperfusion.

Objetivo. Evaluar el efecto del alfa-tocoferol y acido ascorbico en las anastomosis
intestinales, administrados previamente a un evento de isquemia-reperfusion en
conejos.

Material y métidos. Se estudiaron a 45 conejos machos Nueva Zelanda, con un
peso entre 3 y 4 Kg. Estos fueron divididos en 3 grupos: Grupo l.- Grupo con
suplemento de antioxidantes mas isquemia intestinal (n=15). Grupo II.- Grupo sin
suplemento de antioxidantes mas isquemia intestinal (n=15). Grupo lil.- Grupo
control { sin suplemento y sin isquemia intestinal (n=15). La isquemia intestinal se
produjo con &l pinzamiento de la arteria mesentérica superior por 30 minutos.
Posteriormente se resecd 1 cm de intestino delgado, el cual fue enviado a estudio
histopatologico y se realizé anastomosis intestinal en un plano con polipropileno 5-
0 cardiovascular. Al grupo control no se le realizd isquemia intestinal. Todos los
animales fueron reintervenidos a las 24 horas para evaluar la presencia de
complicaciones (dehiscencia, estenosis), ademas se resecd el segmento
anastomosado para su estudio histopatolagico ( realizado en forma ciega por un
solo patdlogo). El andlisis estadistico se realizé con prueba exacta de Fisher de
dos colas, considerando una p<0.05 como significativa.

Resultados. Se eliminaron a § conejos por muerte por complicaciones
anestésicas. Las complicaciones observadas en el grupo 1 fue una eventracion,
una obstruccion intestinal por adherencias; en el grupo 2 se observd una
obstruccién intestinal a nivel de la anastomosis intestinal y el grupo 3 no presentd
complicaciones. El estudio histopatolégico no mostré diferencias significativas en
los tres grupos de estudio.

Conclusiones. Ei suplemento con &cido ascérbico y aifa-tocoferol no mostro tener
efectos protectores sobre las anastomosis intestinales en nuestro modelo de
isquemia-reperfusion en conejos. En Ia literatura se ha sugerido la combinacion de
diferentes modalidades terapéeuticas para tratar de aminorar los efectos deletéreos
producidos por la isquemia-reperfusion.
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Efecto de antioxidantes en anastomosis intestinales en un
modelo de isquemia-reperfusion en conejos

ANTECEDENTES

Introduccion

La fesion isquémica del intestino es resultado de la privacién de oxigeno y de los
nutrientes necesarios para la integridad celular. Notablemente el intestino es
capaz de tolerar una reduccion del 75% del! flujo sanguineo mesentérico durante
12 horas sin que con el microscopio dptico se detecte cambio alguno, (15} porque
en condiciones normales, el oxigeno es aportado sélo por una quinta parte de los
capilares mesentéricos. A pesar de una maxima extraccion de oxigeno, por debajo
de un nivel critico del flujo sanguineo las células van muriendo, en un proceso que
avanza desde la luz hacia fuera."'®

El dafio isquémico es resultado de la hipoxia y de la lesion por reperfusion. La
mayor parte de la lesion por una isquemia breve aparece durante la reperfusién. A
medida que el periodo isquémico se prolonga, la hipoxia se torna mas deletérea
gue la reperfusion. Durante este estadio el intestino estd macroscopicamente
ciandtico, pero ia lesidn aguda todavia puede revertirse. La lesion por reperfusién
ha sido atribuida a muchos factores, entre los que se incluyen los radicales de
oxigeno reactivos. Cuando el oxigeno molecular es reducido en pasos univalentes,
se forma superéxido, perdxido de hidrégeno y radicales hidroxilo. Estas especies
quimicas dafian a los acidos nucleicos, lipidos de membrana, enzimas y
receptores. Con la reperfusion de los tejidos isquémicos este dafio difuso E’}puede
dar como resultado lisis celular, alteracion de la funcidn celutar y necrosis. (%

Una fuente eficaz de radicales de oxfgeno en la lesién isquémica y por reperfusion
es la enzima xantina oxidasa, asi como neutrofilos activados, oxidacion de
catecolaminas, células endoteliales y prostaglandinas. El efecto mas dafino de los
radicales libre es la peroxidacion lipidica. Las membranas celulares estan
compuestas de acidos grasos poliinsaturados y fosfolipidos. Los radicales libres
de oxigenc causan dafic celular por peroxidacion de lipidos, lo cual resulta en

dafio estructural y funcional de la céluia.® ™



Historia

El concepto de lesién por reperfusidn fue formulado por primera vez en 1935,
cuando Tennant y Wiggers observaron anormalidades eléctricas asociadas a la
reperfusion del miocardio isgquémico, ahora conocido como arritmias inducidas por
la reperfusion. Cristian Barnard en su libro “ Una vida” tambien describid la
incidencia de fibrilaciébn ventricular inducida por reperfusion durante la
recuperacion en el primer transplante de corazén. Arritmias similares ocurren
también durante la terapia intravenosa tromboiitica. El primer reporte bien
documentado de lesion por reperfusion se originé en el laboratorio de Jenning y
sus colaboradores, quienes describieron el desarrollo de necrosis de tejidos
durante la reperfusion del miocardio isquémico. El mismo afio, Darforth y
coiaboradores describieron la modulacion de reacciones glucoliticas y sintesis de
ATP asociadas con la reperfusion.

Tomd otros diez afios hasta que el concepto de lesion por reperfusidén fue
desarrollado. Arritmias por reperfusion se describieron claramente en 1971 en un
trabajo por Taylor; en 1972 Katz y Tada describieron la incidencia de “ corazon de
piedra " asociado a isquemia por reperfusion; en 1973 Hearse y colaboradores
demostraron la fiberacion de enzimas intracelulares en el corazon isquémico
reperfundido. Hearse y sus colaboradores fueron probablemente los primeros en
llamar lesidn por reperfusion a éste dario; y es probablemente su trabajo que
convencié a los cientificos de los efectos deletéreos de la reperfusion. Las
investigaciones de lesion por reperfusién dieron un nuevo giro y nuevos articulos
siguieron publicandose. Los cirujanos de corazén fueron los primeros en
convencerse de la lesidn por reperfusion, debido a que la isquemia — reperfusidn
es un procedimiento de rutina para ellos. Después de esto, &l concepto de lesion
por reperfusion se difundié y los cientificos comenzaron a reconocer que el tejido o
célula que sufre isquemia puede ser sujeto a lesién por reperfusion. Fue
probablemente Granger proporcionaron evidencia de lesién por reperfusion en
otros tejidos. Otros investigadores comenzaron a explorar los mecanismos de
lesién por reperfusion y desde a principios de los afios ochentas, cientos de
articulos de lesion por reperfusion fueron publicados.



Las investigaciones en lesion por reperfusion tomaron un nuevo giro en 1981,
cuando Reimer y sus asociados publicaron su trabajo revolucionario describiendo
un fendmeno en el dque corazones sujetos a periodos cortos repetitivos de
isquemia reversible se tornarian mas tolerantes a lesion por reperfusion y/o el
inicio de lesién por reperfusion seria retrasada. Las observaciones de éstos
autores fueron basadas en la evaluacién patoldgica del corazon. @

Los estudios de isquemia-reperfusién y sus efectos gastrointestinales se han
basado en modelos experimentales para determinar alteraciones en la motilidad.
) Hasta la fecha, no se han descrito modelos experimentales de isquemia-
reperfusion para determinar los efectos en las anastomosis intestinales.



MARCO DE REFERENCIA
Lesion por Reperfusion

El re-establecimiento del flujo sanguineo tiene dos consecuencias benéficas para
el tejido isquémico: El aporte energético se restaura y se retiran los metabolitos
téxicos. Asi la reperfusion es un prerrequisito para la recuperacion de la lesidn por
isquemia. Sin embargo, el paso de los metabolitos téxicos a la circulacion
sistémica puede tener consecuencias metabdlicas severas y la reperfusion resulta
asi en acidosis metabdlica, hiperkalemia, mioglobinuria y falla renal./'®

Alguncs tejidos tales como la mucosa intestinal, puede ser especialmente
susceptible debido a la anatomia microvascular especifica. Los cambios
estructurales incluyen no solo inflamacién de los organelos, si no también la célula
entera debido a la entrada de agua v electrolitos. Las rupturas de los lisosomas
preceden la muerte celular. Otras sustancias claves que participen o sean parte de
la formacién de los radicales libres de oxigeno en la lesion tisular son iones de
calcio, leucocitos y bacterias. La adhesion leucocitaria ha sido implicada como un
paso critico en la lesién del endotelio vascular que lleva a permeabilidad
microvascuiar aumentada y trombosis. La induccién de neutropenia o la
administracion de anticuerpos monoclonales antiadhesién de leucocitos, que
previenen las tipicas lesiones, implican un papel central de los leucocitos en la
lesion por reperfusion.®®® Especificamente, la formacién de radicales libres de
oxigeno en el intestino puede desencadenar o causar lesidn en otros érganos a
distancia, por ejemplo el corazéon y pulmones y afectar la funcion vascular en
general. La traslocacién bacteriana del intestino a los vasos finfaticos vy al torrente
sanguineo es un fenomeno descubierto recientemente cuyo papel es en gran
parte desconocido. Precondicionamiento isquémico es atin otro concepto mas,
probado principalmente en el corazdn canino, qué tiene implicaciones clinicas
potenciales. La reperfusion de tejido isquémico ocurre en transplantes de érganos
sélidos, con frecuencia despugs de un tiempo considerable de isquemia.

Mecanismos protectores incluyen cazaderes de radicales libres de oxigeno, por
ejemplo alopurinol y superédxido de dismutasa.® Otras medidas probadas efectivas
durante la implantacion son la expansion de volumen sanguineo con solucicnes
coloides y/o soluciones electroliticas y la administracion de un calcio antagonista.
Los mecanismos de esfas medidas son probablemente relacionadas a una
microcirculacién renal mejorada y remision del vasoespasmo. @



Efectos de Isquemia-Reperfusion en Antioxidantes

Existe un acuerdo general que las cantidades de varios antioxidantes se reducen
significativamente durante la isquemia-reperfusién. Por ejemplo la catalasa se
reduce después de la isquemia-reperfusién. La deplecion de antioxidantes se ha
reportado después de pinzamiento aértico asociado a cirugia de corazén abierto,
con un aumento concomitante de alfa tocoferol plasmatico y acido ascorbico.
Concentraciones de alfa tocofero! cerebral y acido ascérbico también se reducen
después de oclusion carotidea unilateral y reperfusion,

Efectividad de Antioxidantes en Lesién por Isquemia-Reperfusion

Los hallazgos de que la isquemia y la reperfusion de un tejido se asocian a la
generacion de radicales libres con una simultanea reduccién de varios
antioxidantes propicid que los cientificos utilizaran antioxidantes exdgenos en un
intento para atenuar la lesién por reperfusion.*

Los antioxidanes son agentes que interrumpen la peroxidacion, previenen el dafio
celular y Ia produccion de peréxidos y otros radicales libres. Muchos antioxidantes
se han usado en forma experimental y han demostradc tener efectos
citoprotectores variables, estos incluyen la vitamina E, propranclol, bloqueadores
de los canales de caicio, vitamina G. &9

Estudios in vitro con vitamina E, han demostrado que atenia la adhesion
leucocitaria, incrementa la liberacién de prostaciclina, un vasodilatador e inhibidor
de la adhesion leucocitaria y de su activacién. También se ha reportado que la
vitamina E afecta el metabolismo del acido araquidénico, reduce la sintesis de
leucotrienos ( potentes mediadores de la adhesion leucocitaria postisquémica ), y
puede reducir la agregacion plaquetaria. 9

El acido ascérbico es incapaz de rescatar el radical peroxilo en la fase lipida, pero
puede regenerar alfa-tocoferon del radical tocoferoxilo y por fo tanto ayudar en el
reciclaje de alfa tocoferol. El Beta-caroteno es otro antioxidante soluble en grasa,
rescata el oxigeno y reacciona directamente con el peroxilo y radicales alkoxi,
interfiriendo asi con la reaccidn en cadena de peroxidacion lipida.



En resumen, hay mucha evidencia que apoya la formacidén de metabolitos toxicos
de oxigeno en tejidos isquémicos reperfundidos. Los tejidos estan equipados con
un sistema de defensa tanto intracelular como extraceluiar. Ei sistema de defensa
puede también ser dividido en defensas enzimaticas y no enzimaficas. Los
componentes importantes de un antioxidante no enzimatico incluye aifa tocoferol,
acido ascorbico y beta caroteno, asi como otros compuestos que pueden
reaccionar con radicales para formar productos menos reactivos tales como
aminoacidos que contienen sulfuro. El liquido exfraceiular representa una segunda
linea de defensa en contra de lesién por oxidantes. La lesion oxidante puede
potencialmente ocurrir durante isquemia y reperfusion debido a una excesiva
produccién de radicales libres, una disminucion en defensas antioxidantes, o
ambas. Debido a que los antioxidantes funcionan extrayendo los metabolitos
toxicos de oxigenc, pueden ser Apor lo general altamente efectivos en reducir la
lesion por isquemia reperfusion, #5210

Mecanismos de Lesion Isquémica en los Organos Mesentéricos

Lesidon por Hipoxia

En un tiempo se consideraba el principal mecanismo de lesion intestinal durante
pericdos de isguemia; a la hipoxia aln se le reconoce como un muy importante
(pero solo uno de varios) factor que contribuye al dafic tisular. De hecho, el
mecanismo por el cual la hipoxia causa dafio ain no se comprende por completo,
pero el mecanismo de reserva para incrementar la extraccion de oxigeno es
formidable en el intestino. En estudios animales, el consumo de oxigeno puede
caer a la mitad de su nivel normal durante pericdos sostenidos sin lesién
apreciable. Sin embargo, debajo de éste nivel critico de consumo de oxigeno se
presenta dario isquémico. Otros estudios han confirmado que el oxigeno, en lugar
de otros nutrientes, es el factor critico que determina si se sostiene lesion
isquéemica.



Conforme aumenta el grado de isquemia, se produce un espectro de lesién con un
gradiente desde el interior de la pared intestinal hacia fuera. Esto genera una
profundidad graduada de lesion desde la punta de la vellosidad hacia fuera a
través de la muscularis propia. Grados muy leves de isquemia causan un
desperfecto en la permeabilidad selectiva a moleculas grandes, manifestado
inicialmente por capilares y posteriormente por la capa mucosa epitelial, pero sin
cambio morfoldgico evidente. Conforme progresa fa isquemia en duracion o grado,
se elevan y posteriormente se separan células epiteliales de las puntas vellosas.
La sensibilidad aumentada de la punta vellosa se debe probablemente a una
combinacion de la arborizacion distal de la cama vascular vellosa y de la difusion
contracorriente de oxigeno de arteriola a vénula en la base de la vellosidad, que
reduce el aporte de oxigeno en una forma graduada, de la base a ia punta de la
vellosidad. Aunque éste efecto probablemente no es significative bajo
circunstancias fisiclogicas normales, puede ser incrementado a un punto de
significancia por flujo bajo, que permite mas tiempo para que ocurra la difusion
contracorriente. Después de niveles mas severos de isquemia se presenta una
pérdida epitelial extensa y posteriormente dafic submucoso. Aunque la capa
mucesa puede regenerarse después de un dafio isquémico a partir de las células
epiteliales contenidos en las glandulas sudoriparas y foliculos pilosos después de
una quemadura profunda de segundo grado; una vez que el dafio penetra a través
de la muscularis propia, se torna irreversible y por (ltimo resulta en una pérdida de
la integridad intestinal y perforacién. Una lesion profunda a la mucosa que en
forma extensa involucra la submucosa pero que deja intacta la muscularis propia
resutla en reemplazo por tejido cicatrizal y consecuente formacién de estenosis.

Un componente importante del dafio intestinal irreversible es la lesion endotelial
microvascular, que activa trombosis microvascular y pérdida irreversible de
viabilidad microvascular. La extensién de esta trombosis es la determinante
principal de la habilidad que tiene el segmento isquémico para recuperarse
después de la lesidon isquémica. El fratamiento preliminar con anticoaguiantes
extiende ( dobla ) el periodo de insulto isquémico que pude {olerarse sin necrosis
frreversible,



Lesion por Reperfusion

Aunque ia hipoxia juega un papel en la lesién del érgano isquémico durante el
periodo de hipoperfusion, una parte del dafio se sostiene durante fa reperfusion. El
catabolismo de ftrifosfatc de adenosina durante el periodo isquémico lleva a la
acumulacion de bases de purina, hipoxantina y xantina. La isquemia por si misma
media la conversién de la enzima xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa. A
diferencia de la xantina deshidrogenasa, la xantina oxidasa requiere de oxigeno
como un electrén receptor para la oxidacion de purinas a acido urico. El resultado

es la generacion de radicales libres superéxido (O2) cuando se dispone de
oxigeno, en exceso, durante la reperfusion. Esta generacién de superoxido
desencadena una cascada clasica de radicales libres, que produce lesion
microvascular y por (ltimo en lesién de células parenquimatosas. Los oxidantes
reactivos amplifican mas aln esta lesion reclutando y activando neutréfilos
circulantes, que en turno participan en el dafo endotelial y epitelial a través de la
liberacion de factores citotéxicos, proteasas, citocinas y radicales libres. Ademas
de los enterocitos en el intestino y fos hepatocitos en el higado, las células
endoteliales son una fuente abundante de xantina oxidasa. Ademas, por este
mecanismo desencadenante puede servic como un indicador de lesién por
reperfusion mediada por radicales libres en otros érganos y el intestino.

Una vez que se describié la patogénesis de lesion por reperfusion, el bloqueo de
metabolitos téxicos de oxigeno se convirtid en un blanco obvio para la intervencion
terapéutica. Granger y colaberadores encontraron que la dismutasa superdxido,
un acarreador de radicales libres toxicos de superdxido, administrados justo antes
de lesién por reperfusion atenuaba la lesién al intestino delgado de la rata.
Similarmente, fa inhibicion de la oxidasa xantina por alopurinol no dnicamente
prevenia el darfio microvascuiar { como la dismutasa superdxido } sino también
aminoraba el dafio celular del epitelio intestinal. Sin embargo, otros estudios no
han demostrado un efecto benéfico en la ablacidn de radicales libres. La
explicacion probable para estas discrepancias es que existe una ventana
terapeutica dentro del espectro del grado, y duracién de la isquemia, durante la
cual ios efectos de lesidn por reperfusion sobrepasan los efectos de isquemia y en
la cual la interrupcién de la cascada de radicales libres resulta en una disminucion
significativa de la lesion total sostenida. Periodos mas largos ¢ severos de
hipoperfusion pueden producir lesidon en la cual el componente isquémico
sobrepasa por mucho el componente de reperfusion y en los cuales la eliminacidn
de radicales libres tiene poco efecto. Desafortunadamente, en la mayoria de los
casos de isquemia intestinal reconocida clinicamente, ef componente isquémico es
el que predomina. ©



OBJETIVO GENERAL

1.- Determinar el efecto de los antioxidantes (alfa-tocofero y acido
ascorbico) en anastomosis intestinales posterior a un evento de isquemia-
reperfusién.

HIPOTESIS

Si se ha demostrado que existen efectos delétéreos en isquemia-reperfusion a
nivel intestinal asociado a la formacion de radicales libres de oxigeno y al dafio a
nivel microvascular y se conoce que los antioxidanies son un mecanismo de
defensa para combatir los radicales libres y reducir las manifestaciones
microvasculares de lesién por isquemia reperfusidn; entonces el acido ascérbico y
el alfatocoferol deben ser utiles para reducir el dafio por reperfusion a nivel
intestinal, mejorando asi la calidad de cicatrizacion de las anastomosis intestinales
posterior a un evento de isquemia reperfusidn y prevenir la dehiscencia de
anastomosis intestinal.

HIPOTESIS DE NULIDAD

1.- El efecto de isquemia reperfusion intestinal no aumenta la frecuencia
de dehiscencia de anastomosis

2.- Los antioxidantes no previenen el dafio por isquemia-reperfusiodn, por

lo que no previenen la dehiscencia de anastomosis intestinales en
segmentos isquémicos reperfundidos.

DISENO

Estudio experimental, prospectivo, comparativo, ciego, transversal.
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nivel intestinal asociado a la formacion de radicales libres de oxigeno y al dafio a
nivel microvascular y se conoce que los antioxidanies son un mecanismo de
defensa para combatir los radicales libres y reducir las manifestaciones
microvasculares de lesién por isquemia reperfusidn; entonces el acido ascérbico y
el alfatocoferol deben ser utiles para reducir el dafio por reperfusion a nivel
intestinal, mejorando asi la calidad de cicatrizacion de las anastomosis intestinales
posterior a un evento de isquemia reperfusidn y prevenir la dehiscencia de
anastomosis intestinal.

HIPOTESIS DE NULIDAD

1.- El efecto de isquemia reperfusion intestinal no aumenta la frecuencia
de dehiscencia de anastomosis

2.- Los antioxidantes no previenen el dafio por isquemia-reperfusiodn, por

lo que no previenen la dehiscencia de anastomosis intestinales en
segmentos isquémicos reperfundidos.

DISENO

Estudio experimental, prospectivo, comparativo, ciego, transversal.



MATERIAL Y METODOS

Universo

Conejos machos Nueva Zelanda, sanos, con un peso entre 3 y 4 kilogramos.

Tamafio de la Muestra

Se utilizaron 45 conejos machos de laboratorio, divididos en tres grupos:
* Grupo |: Conejos con suplemento de Acido ascorbico y alfatocoferol,

sometidos a isquemia reperfusion.
¢ Grupo ll. Conejos sin suplementc de acido ascorbico y alfatocoferol,

sometidos a isquemia-reperfusion.
» Grupo Ill: Conegjos sin suplemento de antioxidantes y sin isquemia-

reperfusion ( Control ).

Forma de asignacién de los casos a cada grupo de estudio

Aleatoria.

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de Inclusién

Conejos machos sanos Nueva Zelanda con peso entre 3 y 4 kilogramos, con buen
estado nutricicnal, sin cirugia previa y sin evidencia de enfermedad infecciosa.
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Criterios de Exclusién

Conejos de laboratorio con patologia previa al estudic, conejos incluidos en otros
protocolos de investigacion y conejos con cirugia previa.

Criterios de Eliminacién

Muerte por complicaciones anestésicas.

Variables Independientes

1.- Edad
2.- Peso

Variables Dependientes de la Patologia

1.- Efectos intestinales de lesién por isquemia-reperfusién
2.- Presentacion de dehiscencia de anastomosis intestinales.

Variables Dependientes del investigador

1.- Dosis de Antioxidantes

2.- Tiempo de pinzamiento de la arteria mesentérica superior de ia rata.

3.- Tiempo entre el proceso de isquemia-reperfusion y sacrificio del animal.

4.- Técnica y calidad de anastomnosis intestinales. Experiencia del cirujano
investigador en realizar anastomosis intestinales.
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Parametros de Medicion
1.- Estadios de dafio tisular por histopatologia

2.- Porcentaje de dehiscencia de anastomaosis por grupo de estudio.

PROCEDIMIENTO DE CAPTACION DE LA INFORMACION.

Todos los estudios se realizaron en conejos machos Nueva Zelanda con un peso
entre 3 y 4 kilogramos que se asignaron en forma aleatoria, a uno de tres grupos
experimentales. Todos los animales fueron manejados de acuerdo a la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

Los animales se alojaron en jaulas individuales y fueron alimentados de la
siguiente forma:

Grupo I: Se alimentaron a base de comida para conejos { Lab Rabbit diet ) y agua
a libre demanda, adicionando 3mg/100g de peso de vitamina E y 10 mg de
vitamina C al alimento ingerido diariamente.

Grupo lI: Los animales fueron alimentados exclusivamente a base de comida para
conejos y agua a libre demanda

Grupo lll; exclusivamente a base de comida para conejo y agua a libre demanda.

Los animales de los tres grupos fueron alimentados con las dietas mencionadas
desde un pericdo de una semana previa al inicio del estudio y continuaron con las
dietas hasta ser sacrificadas.

Los animales se mantuvieron en ayuno 18 horas previas a cada procedimiento. No
se administraron antibiéticos durante el estudio. [Los conejos fueron anestesiados
con pentobarbital a dosis de 30 mg / Kg de peso y se monitorizé la temperatura
rectal a 37°C. Los 15 conejos de cada grupo se sometieron. a laparotomia,
reseccion intestinal de 1 segmento de yeyunc a una distancia de 1 cm del
ligamento de Treitz a las 24 horas posterior a la operacién para el evento de
isguemia-reperfusién. El periodo de isquemia intestinal causado por el cirujano
fue de 30 minutos en los grupos 1y 2, excepto en el grupo control.
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Isquemia

Se les produjo isquemia intestistinal a los grupos | y [l

La isquemia intestinal se realizé en este modelo animal por una sutura de nylon
colocada alrededor de la arteria mesentérica superior. Una laparotomia con
incision media se realizd bajo anestesia con pentobarbital a dosis de 30 mg /Kg de
peso. Con ei intestino retraido hacia la izquierda, se identificé la arteria
mesentérica superior. Se utilizdé un nylon de 3-0 para crear un aro alrededor de ella
y después ambos extremos se pasaron a través de un tubo de doble lumen. Al
traccionar fa sutura, se elimind las pulsaciones de las ramas arteriales
mesentéricas y su liberacion restaurd las pulsaciones. E! periodo de isquemia fue
de 30 minutos, posterior al cual se libero 1a arteria. La valoracion se logrd también
al final del estudio por evaluacién histolégica.

Anastomosis intestinal

Posterior al periodo de isquemia, se realizé reseccién intestinal de 1 cm de
intestino delgado a una distancia de 1 cm de [ ligamento de Treitz y entero-entero
anastomosis término-terminal en un plano, utilizando monofilamento (polipropileno
de 5-0). Se realizé estudio histopatologico del segmento intestinal resecado.

Efecto de isquemia-reperfusién en la anastomosis intestinai

En cada uno de los grupos se sacrificaron a los conejos a las 24 horas. Previo al
sacrificio se realizd por segunda ocasién, laparotomia y reseccién intestinal de 1
cm de intestino delgado, incluyendo el sitio anastomosado de ia primer cirugia,
identificado por la linea de sutura. Se realizd estudic histopatoldgice del segmento
intestinal resecado. Una vez obtenido el segmento intestinal se procedio a abrirlo
en forma longitudinal por su borde mesentérico, se extendié y se colocd en un
corcho con alfileres, para fijarlo en una solucién de Formol al 10%. Cada bloque
se incluyd en parafina y se realizaron cortes de 4 micrometros de espesor. Cada
corte se montd y se tifié con Hematoxilina y Eosina (H y E) y con PAS. Los
cambios histoldgicos de la mucosa intestinal se evaluaron de acuerdo a Agreny
Haglund de la siguiente manera:
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Caracteristicas microscopicas de la estratificacion de las lesiones de ia mucosa intestinal

Grado Mucosa Submucosa
y
muscular
Epitelio Limina groEIa
e

0 Normal Nommal Normal
| Espacio subepitelial en las puntas de las vellosidades Normal Normal
] Lewvantamiento del epitelic en la punta de las vellosidades Nomal Normal
[i]] Levantantiento epitelizl masivo Hemorragia gcasional MNormal
(17 Denudamiento de la vellosidad Hemorragia Normal
v — Denudamiento de la vellosidad Desintegracién, hemorragia, ulkceracién Hemorragia

Estructura del Estudio

La aleatorizacién de los animales para los grupos se realizé preparando papeles
doblados con inscripcién de signos de los grupos en forma ciega seleccionando
uno de los papeles de un recipiente cerrado. Un patdlogo realizd los estudios
histolGgicos de los segmentos intestinales resecados al completar cada etapa del
estudio para evaluar la lesién por isquemia-reperfusion y la cicatrizacion de la
anastomosis intestinal.
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- Técnica Quirargica

o . - Produccion de la isquemia ™~ .
AT A St © mediante el pinzamientode la, - -
arteria mesentérica superior. :

* Laparotomia exploradora
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Reseccion de 1 om de intesting

" Anastomosis intestinal en 1 sOl_dl‘i':

plano con. pollpropileno 5~ 0

cardiovascular

Reintervencion a las 24 horas con reseccién del segmento anastomosado para

estudio histopatolégico.

THSTS CON
FALLA DE ORICEN
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Analisis estadistico

Se utilizéd la prueba exacta de Fisher de dos colas para la evaluacion de los
resultados. Probabilidades menores de 0.05 se consideraron estadisticamente
significativos.

RECURSOS
Humanos

Dr. Eduardo Cardenas Lailson: Captaciéon de la informacion, procedimientos
quirlirgicos y analisis de resuitados.

Dra. lvonne Cedillo Ley: Capatacion de informacioén, procedimientos quirdrgicos y
andlisis de resultados.

Dr. Juan Manuel Mijares Garcia. Capatacion de la informacion.
Dra. Blanca Eugenia Duffy Verdura. Capatacion de fa informacién.

Dra. Sara Parraguirre. Evaluacion histopatologica de las muestras obtenidas.

Materiales

45 Conejos de Laboratorio raza Nueva Zelanda, alimento para conejo Lab Rabbit
diet , agua, jaulas para conegjos.

Acido ascorbico y alfatocoferol,

Equipe de venoclisis, equipo de cirugia, material de sutura ( prolene 5-0 y del 0,
tubo latex doble lumen )

Microscopio dptico para estudio histopatoldgico y tinciones especiales.

Material de oficina. :

Computadora Hewlett Packard Pavilion 877 1C

Monitor Hewlett Packard M50

Impresora HP Laser Jet 1100

Hoja de captura de datos

Finacierocs

Dei hospital.
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RESULTADOS

Se estudiaron a 45 conejos, los cuales fueron divididos en 3 grupos. (Tabla1)
Todos los animales fueron alimentados con dietas para conejo { Lab Rabbit diet ) y
con agua a libre demanda, esto desde una semana previa a la primer cirugia y la
continuaron hasta ser sacrificados.

Tabla 1
Numero
| Con suplemento de antioxidantes 3mg/100g de peso corporal 15
de vitamina E y 10mg de vitamina C + isquernia intestinal.
Il Sin suplemento de antioxidantes e isquemia intestinal 15
Il Sin suplemento de antioxidantes , sin isquemia intestinal 15

Todos los animales fueron sometidos a laparotomfa expleradora a través de linea
media, bajo anestesia con pentobarbital. A los grupos | y Il se les realizoé isquemia
intestinal por un pericdo de 30 minutos, esto a través de la ligadura temporal de la
arteria mesentérica superior por una sutura de nylon, y posteriormente liberandola,
con lo que se restaurd el pulso arterial. Al grupo Ill no se le realizd isquemia
intestinal. Al terminar el periodo de isquemia en el grupe | v il se les resecod 1
segmento de aproximadamente 1 cm de intestino delgado y se envid a estudio
histopatolégice. A todos 10s conejos se les realizé anastomosis término-terminal
con prolene 5-0. Al grupe |If solo se realizé [a reseccion intestinal y posteriormente
la anastomoesis término-terminal ¢on prolene del 5-0. Todos los animales fueron
reintervenidos a ias 24 hrs de la primera cirugia y se les resecod el segmento
anastomosado para estudio histopatologico y fueron sacrificados los animales con
sobredosis de pentobarbital.

Se eliminaron a 5 conejos, 3 del grupo | y 2 del grupo llf por complicaciones
anestésicas. No hubo dehiscencias de las anastomosis intestinales.
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Complicaciones por grupo:

Grupo 1.- Una eventracion, una obstruccion intestinal por adherencias
Grupo l.- Una obstruccion intestinal a nivel de la anastomosis mtestmal
Grupo {li.- Sin complicacione

Resultados de la primera muestra obtenida: Tablas 2, 3, 4y 5

En el grupo | se encontré que el epitelio fue normal en 11 conejos y 1 prasentd
denudamiento de las vellosidades. En cuanto a la lamina propia, en 11 conejos fue
normal y uno con desintegracion, hemorragia vy ulceracion. La submucosa fue
normal en los 12 casos,

En el grupo I la mucosa, la lamina propia y la submucosa fueron normales en log
15 conejos.

En el grupo It se encontré que el epitelio y la submucosa fueron normales en los
13 congjos; la lamina propia fue normal en 12 casos y uno presenté hemorragia.

Con los datos obtenidos de la primera muestra no hubo diferencias significativas
en los tres grupos de estudio en cuanto a cambios en el epitelio, l&mina propia y
en la submucosa.

Estos cambios se encuentran en las tablas 2 a 5.

PRIMERA MUESTRA
Tabla 2. Epitelio
Grupo Casos Clasificacion
| 11 0 Normal
1 IV Denudamiento de las vellosidades
I} 15 0 Normal
i 13 0 Normal ]

o
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Tabla 3. Lamina propia
Grupo Casos Clasificacion
i 11 0 Normal
1 V' Desintegracion, hemorragia, uiceracién
f 15 0 Normal
Iy 12 0 Normal
1 Il Hemorragia ocasional

Tabla 4. Submucosa y muscular
Grupo Casos | Clasificacién
I 12 0 Normal
I 15 0 Normal
ll 13 0 Normal

Tabla 5. Observaciones de la Primera muestra

Grupo | Casos Clasificacién

i 1 Necrosis de centros germinales de tejido linfoide

Il Sangre en la luz intestinal

1
i 1 Congestidn
3 Hemorragia en la serosa

20



De las muestras que se obtuvieron a las 24 horas de la primera cirugia ( zona
anastomosada ) se encontraron los siguientes cambios en el epitelio:

Segunda Muestra ( Sacrificio a las 24 hrs )
Tabla 6. Epitelio

Grupo Casos Clasificacion
| 13 V Denudamiento de la vellosidad
I 1 0 Normal
14 V Denudamiento de la vellosidad.
I 1 0 Normal
12 V Denudamiento de la vellosidad.

Hallazgos del epitelio
Grupo Il

1 Ulceras en zona de sutura y presencia de muisculo liso.
2  Neutréfilos +++

Grupo il
3 Neutréfilos

Tabla 7. Lamina propia

[ Grupo Casos Clasificacién
] 1 0 Normal
11 V_ Desintegracién, hemorragia, uiceracion
I 1 0" Normal
14 V Desintegracion, hemorragia, ulceracion
ll i3 0 Normal

V Desintegracion, hemorragia, ulceracion
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Hailazgos de la lamina propia:

Grupo |
Ninguno
Grupo
1 Neutrdfilos +++
Grupo (Il
1 Necrosis coagulativa
2 Neutréfilos +++

Tabla 8. Submucosa y muscular

[ Grupo Casos Clasificacién
I 12 V Hemorragia
| 1 ' Normal

14 V' Hemorragia
| 13 |V Hemorragia

Al realizar el andlisis de los cambios observados en el epitelic, [amina propia y
submucosa de los tres grupos de estudio en Ja segunda muestra que corresponde
al segmento anastomosado, no se obseérvaron diferencias significativas.

Tampeoco hubo diferencias significativas entre los tres grupos en cuanto a los
neutréfitos, edema fibroblastos y hemorragia

En la segunda muestra hubo diferencia significativa { p= 0.007) entre el grupo ! y
grupo Il en la desintegracién de la submucosa y muscular, al igual que con la
hemorragia y ulceracion de la submucosa y muscular ( p= 0.043 y p= 0.007
respectivamente ).

No hubo diferencia significativa entre el grupo { y I} del epitelio en cuanto a las
Ulceras y a los neutrofilos, asi como en los neutrdfilos del epitelio entre el grupo i

y grupo (Il

No hubo diferencia significativa en los neutrdfilos de ia lamina propia entre el
grupo | y Il y entre el grupo 1 y Ilf, asi como en la necrosis entre ei grupo Il y grupo
Il
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Estudio Histopatologico

; i

Microfotografia 1.-

Primera muestra del Grupo [
hemorragia ( flecha ), edema del
epitelio (cabeza de flecha) e
infiltrado inflamatorio ( flecha larga)

Microfotografia 2.-

Primera muestra del Grupoz2:
hemaorragia ( flecha ), necrosis
coagulativa (cabeza de flecha) e
infiltrado inflamatorio ( flecha larga)

Microfotografia 3.-

Segunda muestra del Grupo2:
hemorragia ( flecha ), edema

{cabeza de flacha) e necrasis
(flecha targa)

, WO |
FALLA DE ORIGEN




DISCUSION

El dafio celular por isquemia es bifasica, con lesion que inicia con la isquemia y se
exacerba durante la reperfusién. El dafio por reperfusion es mediado por la
interaccion de radicales libres, factores endoteliales y neutréfilos. E! efecto mas
dafiino de los radicales libres es Ia peroxidacion de lipidos que resulta en dafio
estructural y funcional de Ia célula.®® Mientras varios radicales libres se producen,
el mas reactivo es el radical hidroxil, el cual es capaz de iniciar la peroxidacion de
lipidos. La mayoria de los radicales libres de oxigeno pueden ser producidos por la
reduccién o excitacion de las moléculas de oxigeno. La enzima xantin-oxidasa es
la mayor fuente de radicales libres en tejido post-isquémiceo. Durante la isquemia la
xantin-oxidasa se produce por conversion de la xantina-deshidrogenasa, la cual se
acumula en los tejidos.

La reperfusion puede producir dafio sistémico, especialmente cardiace vy
pulmonar, mediada por bioproductos toxicos de la alteracion celular, por ejemplo
iones potasio, acido lactico, enzimas musculares y mioglobina. Los neutrofilos
también juegan un rol pivote en la lesidn sistémica. Los neutrofilos activados en la
vasculatura pulmonar predisponen al sindrome de dificultad respiratoria.

En situacion clinica, la naturaleza y rapidez de el proceso de isquemia se puede
afectar por dos factores: Circulacion colateral y desérdenes de la autorregulacion
espiacnica. En humanos Ia circulacion colateral que protege al intestino de la
isquemia ocurre por la segunda y tercer arcadas del intestino delgado, la arteria
marginal de Drumond, el arco de Riolano, el arco de Blhler, asi como los vasos de
la submucosa que existen en todo el intestino.

Las terapias basadas en abordajes fisiologicos ( superdxido dismutasa, catalasa,
oxido nitrico ), farmacolégico ( manitol, alopurincl y antioxidantes ) y fisicos
{(isquemia precondicionante, hipotermia, reperfusién hipoxica )} se han utilizado
para limitar el dafio secundario a la isquemia -~ reperfusion.

Para prevenir el daio tisular secundario a isquemia-reperfusion se han utilizado
los antioxidantes, que son agentes que interrumpen la peroxidacion, previenen
el dafio y la produccion de peréxidos y ofros radicales libre. © Muchos
antioxidantes han sido utilizados de forma experimental para demostrar sus
efectos citoprotectores, estos incluyen a ia vitamina E, el propranolol,
bolgueadores de los canales de calcio.
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La dieta con vitamina E puede atenuar efectivamente la peroxidacion de lipidos;
inhibe la peroxidacién de acidos grasos poli-insaturados en la membrana de
fosfolipidos o lipoproteinas plasmaticas. Se ha postulado que a través de este
mecanismo, la vitamina E puede disminuir las lesiones causadas por la isquemia-
reperfusion. Esto ha sido corroborado en varios estudios donde hay disminucion
de la vitamina E en plasma v tejidos posterior a un evento de isquemia-
reperfusion®

En nuestro modelo de isquemia reperfusion no fue de utilidad la suplementacion
en la dieta con antioxidantes (vitamina E y vitamina C ) para atenuar el dafo por
isquemia- reperfusion,

Debide a los diferentes resultados en miltiples estudios de investigacion, en
cuanto a la efectividad de los antioxidantes, se ha sugerido que probablemente se
necesite combinar varios farmacos que actien de diferente manera para tratar de
aminorar el dafio producide por la isquemia-reperfusion, ya que una sola
modaiidad terapéutica no logra limitar efectivamente este dafio.
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CONCLUSIONES

El suplemento en la dieta con alfa-tocoferol y acido ascarbido, no mostré tener
efectos protectores sobre las anastomosis intestinales administrados 1 semana
previa al evento de isquemia-reperfusién en intestino delgado en nuestro modelo
en conejos.

Se ha reportado que se necesita combinar varias terapias para aminorar el dafio
por isquemia-reperfusion como son: antioxidantes alfa-tocoferol, propranolol,
blogueadores de los canales de calcio, captopril; inhibidores de ia produccién de
radicales libres: inhibidores de la xantin-oxidasa; manitol, histidina, nafazatrom,
catalasa, superoxido dismutasa, alopurinol, antiproteasas, hipotermia.

26



BIBLIOGRAFIA

1.- Udassin R., Eimer! D., Schiffman J.; Postischemic intestinal motility in rat
is inversely correlated to length of ischemia. Dig Dis Sci. 1995;40(5):1035-

1038
2.- Dipak,K.: Cellular, Biochemical and Molecular Aspects of Reperfusion
injury. Ann of The N.Y. Acad of Sci.1994,723:209-228

3.- Ar'Rajab A.: Reperfusion Injury. New Horiz 1996;4(2):224-234

4 - Dipak K.: antioxidant Effectivenes in Ischemia-Reperfusion Tissue Injury.
Methods in Enzymology. 1994; 233:601-618

5.- Willy Ch., Thiery J., Menger M., et al.; Impact pf Viotamin E supplement
in Standard laboratory animal diet on microvascular manifestation of
ishemia/reperfusion injury: Free Radic. Biology & Medicine 1995;19(6):919-
926

6.- Montgomery R.. Mesenteric Vascular Insufficiency. Current Problems in
Surgery 1997:34(12):943-997

7.- Grace P.A.; Ischaemia-reperfusion injury. Br J Surg 1994;81:637-647

8.- Hernandez L.A., Grisham,M.B.; Role of Neutrophils in ischemia-
reperfusion-induced microvascular injury. Am.J. Physiol. 1987;253:H699-
H703

9.- Yoshikawa T., Ysuda,M.; Vitamin E in gastric mucosal injury induced by
ischemia-reperfusion. Am. J. Clin. Nut 1991;53.:2105-214S. -

10.- Sokol, R.J., McKim J.M., Colby G.; Vitamin E reduces oxidant injury to
mictochondira and the hepatotoxicity of taurochenodeoxycholic acid in the
rat. Gastroenterology 1998;114:164-174

11.- Halliwell B. Free radicals, reactive oxygen species and human disease

a critical evaluation with specials reference to atherosclerosis. Britihs Journa!
of Experimental pathology 1989;70:737-57

27



12.- McCord J.M.; Oxygen-derived free radicals in postischemic tissue injury.
N Engl J Med 1985;312-:159-63

13.- Maxwell S.R.: Prospects for the Use of Antioxidant Therapies. Drugs
1995:49(3):345-361

14.- Kukreja R.C., Hess M.L:;; The oxygen free radical system:from
equations through membrane protein interactions to cardiovascular injury
and protection. Cardiovasc Res 1992;26:641-55

15.- Boley S.J., Freiber W., et al. Circulatory responses to acute reduction of
superior mesenteric arteriaf flow. Physiologist 1969;12:180

16.- Feldman M., Scharschmidt B.F., Sleisenger M. Enfermedades
Gastrointestinales y Hepaticas. 62. Edicion . tomo 2. Editorial Panamericana.
2000.

28



