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TRABAJOPILOTO EN CONEJOS INDUCIENDOEL
SINDROME ISQUEMIA/REPERFUSION PARAEL
ENSAYO DEDOS PROTOCOLOS TERAPEUTICOS

PILOTWORKON RABBITSINDUCING ISCHEMIA/
REPERFUSIONTO TEST TWO TERAPEUTIC
PROTOCOLS

RESUMEN

Con el fin de establecer parametros comparativos sobre
el efecto de dos alternativas terapéuticas para el trata-
miento del sindrome isquemia y reperfusiéon en medicina
veterinaria, 30 conejos de la raza Nueva Zelanda, de
aproximadamente 300 g. de peso, fueron sometidos a
isquemia mediante clampeo de dos segmentos del in-
testino delgado (yeyuno), uno comprometiendo el riego
venoso y otro con compromiso arterio-venoso. Después
de una hora de isquemia, se aplicaron los tratamientos
en prueba, ozono y glucosa+insulina+potasio (GIP),
dejando un grupo control sin tratar, para luego permitir el
reestablecimiento del flujo sanguineo dos horas después
de la isquemia. Se tomaron muestras de los segmentos
intestinales de cada grupo antes de la isquemia, y des-
pués de una y dos horas del periodo isquémico y una
hora del periodo de reperfusién. Para valorar lesiones
post-reperfusién a las 12 horas, se practic6 eutanasia a
todos los animales y se tomaron muestras del intestino
manipulado. Se empled un anélisis estadistico descrip-
tivo y una prueba basada en rachas (Wald-Wolfowitz)
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debido a que la variable respuesta no es continua. Se
encontré dano epitelial e inflamacién transmural en los
intestinos muestreados de mayor intensidad en aquellas
en las que el tiempo de isquemia aumenté y mayor en las
que no tuvieron tratamiento, encontrandose diferencias
significativas (p=<0.05).

Palabras clave: isquemia, reperfusién, conejos, ozono,
GIP.

SUMMARY

In order to establish comparative parameters of the effect
of two alternative therapies for the treatment of the ische-
mia and reperfusion syndrome in veterinary medicine,
30 New Zealand rabbits were subjected to ischemia by
clamping of two segments of the small intestine, one
affecting the venous irrigation and the other one with
arterial-venous compromise. After one hour of ischemia
two treatments were tested, ozone and glucose + insulin
+ potassium (GIP), the control group was not treated.
The reestablishment of the circulatory flow was permitted
two hours after the ischemia. Samples of the intestinal
segments were taken before and one and two hours
after the ischemia and one hour after the reperfusion
period. To evaluate injuries at 12h post — reperfusion,
euthanasia of all animals was practiced and samples of
the manipulated intestine taken. A descriptive statistic
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analysis and a test based on aleatory (Wald — Wolfowitz)
was used, since the variable response is not continuous.
Epithelial damage and transmural inflammation of the
intestine sampled was found, with higher intensity of
those samples with longer ischemia time and higher in
those with no treatment, showing significant differences
(p=0.05).

Key words: ischemia, reperfusion, rabbits, ozone, GIP.

INTRODUCCION

Actualmente en medicina, el sindrome de isquemia/re-
perfusion (I/R) es considerado como el fenémeno res-
ponsable de la disfuncién orgénica que se observa en
pacientes que han recibido lesiones mayores (Moore et
al. 1995). La falla multiorgénica (sindrome de disfuncién
organica multiple, (S.D.O.M.), es la principal causa de
muerte de los pacientes criticos; por eso, se hace nece-
sario la investigacion de nuevos protocolos terapéuticos
bajo la éptica de limitar el tiempo isquémico, preservar
las reservas de ATP y mantener la integridad estructural
(Raffan & Klin, 2000).

En medicina veterinaria, las investigaciones en I/R han
sido concentradas en el campo de la gastroenterologia
equina, donde los disturbios acompanados de isquemia
poseen gran importancia debido a su elevada ocurrencia,
aunque todos los pacientes animales son susceptibles
a presentarla (Tello & Torres, 2001). En este sentido,
las lesiones de reperfusion tiene una gran importancia,
principalmente en las afecciones intestinales estrangu-
lantes y tromboembodlicas, asi como también en otras
situaciones clinicas como el shock hipovolémico, torsio-
nes gastricas y uterinas, trombosis vascular, infecciones
miocérdicas, lesiones musculares y, en procedimientos
quirudrgicos, de menor y alto nivel, como en el transplante
de 6rganos, injertos de piel y torniquetes (Vatistas et al.
1996).

Dada la complejidad del evento clinico; existen ac-
tualmente esfuerzos para clarificar y dilucidar detalles
relacionados con la fisiopatologia y, por ende, sobre
aspectos terapéuticos tanto en medicina como en me-
dicina veterinaria (Vinay et al. 2004).

El estudio de estas lesiones en conejos, como biomode-
los es importante pues los resultados obtenidos pueden

servir para posteriores estudios en equinos, de manera
que aporten al manejo terapéutico del sindrome; pues a
pesar de los recientes avances en el tratamiento y en la
clinica quirargica, la mortalidad en equinos que presen-
tan el sindrome no ha sido controlada, sin encontrarse
disponible, hasta el momento, una terapia eficiente para
el tratamiento de la lesiéon de reperfusion en la rutina
clinica del abdomen agudo en equinos (Dabareiner et
al. 1998).

El presente trabajo pretendi6 evaluar la eficacia de dos
protocolos terapéuticos en la prevencion y la disminuciéon
de lesiones por isquemia y reperfusion en segmentos
intestinales de conejos a través de escalas de gravedad
y descripciones histomorfolégicas de las alteraciones,
en modelos experimentales venosos y arteriovenosos,
buscando ofrecer alternativas en el manejo del sindrome
en equinos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 30 conejos, de la raza Nueva Zelanda,
aproximadamente de 300g de peso, distribuidos en tres
grupos de 10 conejos cada uno: Grupo 1: tratados con
ozono, via endovenosa, mezcla de ozono, diluido en
30mL. de solucion salina isoténica (NaCl 0.9%) (Alves,
2004); grupo 2: tratados con una mezcla de insulina
(10dI), potasio (3,6mL de KOH) y glucosa (30mL de
dextrosa) (GIP) (Angelos et al. 2002) y grupo 3: no tra-
tados o grupo control. Los animales fueron sometidos
a sedacién con acepromacina (0,5mg/kg) y xilacine
(Img/kg), como preanestésico y anestesia general con
ketamina (2,2-2,4mg/kg L.V.). Luego, se procedi6 al
acto quirargico para la obtencién de isquemia mediante
clampeo de tres segmentos del intestino delgado (ye-
yuno); uno comprometiendo el riego venoso, otro con
compromiso arterio-venoso y un tercero, tomado como
segmento control.

Después de una hora de isquemia, se tomaron muestras
de intestino cerca al lugar en donde la isquemia habia
interrumpido el flujo arterio-venoso y otra més cerca
al lugar en donde sélo se habia interrumpido el flujo
venoso. La isquemia, se mantuvo por una hora mas,
luego de lo cual se procedi6é a tomar dos muestras mas
ubicadas en sitios cercanos de las primeras. Faltando
cinco minutos para cumplir la Gltima hora de isquemia,
se administraron los tratamientos en prueba (ozono y

104



Articulo Cientifico

Martinez A., J.R.; Rivas L., P.C.: Isquemia/reperfusion en conejos

GIP). Luego de esto, se procedi6 a eliminar el clampeo
y, después, se tomaron dos muestras ubicadas de igual
forma que las anteriores. Todas las muestras fueron mar-
cadas y conservadas en formol tamponado al 10% por
48 horas para someterlas a su posterior imbibicién en
bloques de parafina y la posterior obtencién de laminas
coloreadas con Hematoxilina y Eosina. Finalizados los
tiempos seleccionados a evaluar y tomadas las muestras,
se realizo la sintesis de la cavidad abdominal y posterior
recuperacion anestésica. Doce horas después de finaliza-
da la intervencién quirargica, los animales fueron sacrifi-
cados mediante la técnica de dislocacién atlanto-occipital
y sometidos a necropsia, en la cual se procedié a tomar
dos muestras finales de intestino en zonas similares a las
contempladas durante la cirugia, este protocolo se basé
en el realizado por Faleiros (1997), en equinos.

Evaluacién microscépica: Las laminas se evaluaron
histomorfol6gicamente, describiendo las lesiones segun
los grados de extensién y de gravedad, segun la escala
descrita por Stallion et al. (2005). Los datos obtenidos en
estaevaluaciéon fueron consignados en una tabla disena-
da para tal fin y sometidos a un andlisis descriptivo con
relacion a la frecuencia de las lesiones dentro los grados
de gravedad establecidos para cada grupo experimental.
Anélisis no paramétricos de comparacion de efecto de
tratamiento sobre la gravedad de las lesiones, a través de
una prueba basada en rachas (Wald-Wolfowitz) (debido
a que la variable respuesta no es continua), para ello se
utilizé un paquete estadistico computarizado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al provocar la interrupcién del flujo vascular intestinal,
se pudo observar que todos los grupos estudiados
mostraron cambios drésticos en los tejidos intestinales
(p=0.05), acompanados siempre de reaccién inflama-
toria de variable intensidad (figura 1); estos cambios
demuestran la severidad de las lesiones ocasionadas
tanto por la interrupcién del flujo sanguineo como por
la liberacién de factores injuriantes durante la reperfu-
sién, ya que como otros autores lo reportan, la falta de
oxigeno es mas severa en la mucosa intestinal y el signo
temprano de la injuria isquémica es la descamacion de
la linea epitelial (Chiu et al. 1970; Haglund & Bergquist,
1999).

Al estudiar las lesiones intestinales de los animales ubica-
dos en los diferentes grupos experimentales, se not6 que
durante la isquemia ateriovenosa y venosa de duracién
una hora, asi como durante la isquemia arteriovenosa y
venosa de duracién dos horas, las lesiones no presenta-
ron diferencias significativas entre los grupos (p<0.05),
lo cual es de esperar, pues los protocolos terapéuticos
sélo fueron administrados luego de las dos horas de
isquemia y, por lo tanto, no tendria que presentarse
diferencia alguna entre las unidades experimentales
(figura 2), pues cuando se provoca la hipoperfusion
que conlleva a la injuria isquémica sobre los enterocitos
y sus estructuras de sostén, lo que resulta es dano de
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Figura 1. Grado de lesion en el intestino de conejos sometidos a isquemia durante una hora.
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la mucosa y de las células epiteliales, acompanado de
pérdida de las microvellosidades intestinales, asi como
de su funcién absortiva; ademés, ocurre apoptosis en
estas células permitiendo la pérdida de la integridad de
la membrana basal y, por tanto, pérdida de la funcion
de defensa del intestino, lo cual podria permitir prolife-
racién bacterial y produccién local de citocinas (Grotz
et al. 1995; Ohri, 1996; Deitch & Goodman, 1999). El

dano intestinal varia dependiendo de la severidad de la
injuria isquémica en la mucosa; asi, la interrupcién de
la proteccion del epitelio, es un portal potencial para la
entrada de bacterias y sus productos en la circulacién
sistémica. Esta pérdida de la integridad de las células
epiteliales puede muy bien ser la promotora del proceso
de inflamacién sistémica (Stallion et al. 2004).
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Figura 2. Comparacion entre las lesiones ocasionadas por periodos isquémicos arteriovenosos (a-v) y venosos (v), en conejos

durante una hora.

Durante la reperfusién arteriovenosa y venosa (post-tra-
tamiento), las lesiones ocurridas tanto en las muestras
tomadas cerca de la isquemia arteriovenosa como las
cercanas a la isquemia venosa, fueron muy similares a las
observadas en las anteriores muestras, luego de aplicado
el tratamiento en todos los grupos a estudiar (figura 3).

Durante la reperfusién ocurre la producciéon de especies
reactivas al oxigeno, las cuales causan fuertes danos en
la mucosa y en las vellosidades (Yasim, 1996). Es por
esto que en todos los animales incluidos en este estudio
al realizar las necropsias, se observaron cambios infla-
matorios que, segun el tratamiento utilizado, variaron
en intensidad (p=<0,05).

Este dano resulta en una injuria tanto macroscépica
como microscoépica que podria estar relacionada directa-
mente con la supervivencia. Como se esperaba, en este
trabajo, cuando el suplemento vascular del intestino se
interrumpid, se indujo un alto grado de injuria intestinal.

Ademas, la evaluacion histolégica mostré que luego de la
isquemia, en todos los casos, se presentd la inflamacion
y areas visibles de dano epitelial, tal y como lo reportan
Stallion et al. (2005).

Las lesiones encontradas después de la reperfusion en
todos los animales de los diferentes grupos experimen-
tales tanto en las muestras tomadas durante la cirugia
como durante la necropsia, doce horas después, eviden-
ciaron inflamacién acompanada de zonas necréticas, y
al estudiar las muestras tomadas durante la necropsia
a los animales del grupo control, se observé mayor
severidad de la lesiones; estas lesiones se originaron,
debido a que con la reperfusion del intestino isquémico,
los productos del prolongado metabolismo anaerébio se
liberan, contribuyendo posiblemente a la subsecuente
inflamacién local y sistémica que es proporcional al
grado de isquemia. Estos resultados en la hipoperfusion
intestinal continua, incrementa el dano local y amplifica
la inflamacién sistémica (Stallion et al. 2004).
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Figura 3. Grado de lesion ocurrida en el intestino de conejos, tratados con dos alternativas terapeuticas, durante el periodo de

reperfusion.

Si el flujo sanguineo y de oxigeno retorna a los tejidos an-
tes de la muerte celular ocurren severos eventos bioqui-
micos inmediatamente durante la reperfusion. La injuria
resultante es llamada injuria de reperfusion y puede ser
iniciada por severos mecanismos que crean una respues-
ta inflamatoria. Asf la injuria por reperfusién, se observa
mas comunmente después de isquemia parcial o total
(Stallion et al. 2002; Park et al. 1990), como se observé
en este estudio, en donde las lesiones post-reperfusion
en el grupo control, mostraron mayor severidad que
aquellas de los grupos tratados (figura 4).

Muchos estudios han documentado injurias significa-
tivas después de la reperfusion del intestino delgado
en caballos y otros animales (Gianotti et al. 1994; Park
et al. 1990; Jarrar et al. 1999). Sin embargo, algunos
estudios no han demostrado fuerte deterioro de la fun-
cién celular después de la reperfusion del colon en los
equinos (Reeves et al. 1990), pero, por lo menos en las
condiciones de este estudio, las lesiones después de la
reperfusion fueron significativamente mas severas que
las observadas durante la isquemia, al parecer por los
eventos bioquimicos involucrados, que se han reportado
con anterioridad (Stallion et al. 2002).
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Figura 4. Grado de lesién encontrada en el intestino de conejos tratados con dos protocolos y un control, luego de doce horas.
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Investigaciones acerca de la patogenia y respuesta al
tratamiento para la injuria por reperfusién sugieren que
la intervencién terapéutica puede ser benéfica (Abbas et
al. 2000). En este trabajo se encontré que las muestras
obtenidas de animales tratados con GIP, luego de doce
horas de transcurrida la reperfusién, mostraron una re-
duccion significativa en las lesiones del tejido intestinal
al compararlas con los cortes de intestinos tomados
de animales tratados con ozono o no tratados. La re-
paracién del epitelio intestinal comienza muy pronto,
luego de ocurrida la injuria, por la via de la restitucion,
un proceso que depende de la migracién de las células
epiteliales del intestino, que rodean el area denudada, de
manera que pueden cubrirla y asi repararla. Una injuria
profunda puede repararse por medio de la proliferacion
de células epiteliales de las criptas, la cual antecede a la
migracién de éstas hacia la zona denudada. Este proceso
estd mediado por una compleja interaccién entre hor-
monas, factores de crecimiento y citocinas (Fukai et al.
2005). En este proceso interviene el factor de crecimiento
epidermal, unido a la heparina (HB-EGF), que es una
glicoproteina miembro de la familia EGF que fue aislada
inicialmente de un cultivo de macréfagos humanos y ha
demostrado ser un potente agente citoprotector (De Maio
et al. 1998). Igual que los otros miembros de esta familia,
este factor actla uniéndose al receptor de membrana de
su célula blanco. El HB-EGF, al igual que el EGF, induce
la proliferacion y la migracion celular, ademas es mito-
génico en las células musculares, fibroblastos y en las
células epiteliales (De Maio et al. 1998; Trentzsch et al.
2003). Estas propiedades se demostraron por medio de
estudios in Vitro, en los que pudo observarse la accién
protectora sobre las células epiteliales expuestas a la
hipoxia (Trentzsch et al. 2003).

Ademaés, se ha demostrado que HB-EGF disminuye la
produccién de niveles nocivos de éxido nitrico (NO) y
de la 6xido nitrico sintasa, en su forma inducible (iNOS),
en las células epiteliales del intestino expuestas a las
citocinas proinflamatorias (Shenkar & Abrahm, 1993).
El HB-EGF también disminuye la produccién del dahino
peroxinitrito (ONOO-) después del sindrome I/R in vivo.
Esta acciones juntas sugieren que el tratamiento con GIP
podria acelerar la apariciéon del HB-EGF; el cual podria
estar ayudando a recuperar los danos ocasionados por
I/R (Balk, 2000).

Estos hallazgos indican si la lesién intestinal, a causa de
la injuria progresiva permanece, existencia de lesiones

severas que podrian comprometer la vida del paciente.
Pero nuestros conocimientos son limitados en cuanto al
papel directo o indirecto de la injuria intestinal en la ini-
ciacién de la inflamacién sistémica, asi como en cuanto
a la identificacién de aquellas citocinas involucradas en la
cascada sistémica responsable de la falla multisistémica
y de la muerte que plantean Stallion et al. (2005); ade-
mas, nos falta por comprobar a cabalidad la efectividad
de los tratamientos recomendados, pues los animales
tratados con ozono, aunque mostraron leve disminucién
de las lesiones intestinales, no mostraron diferencias
significativas al compararlos con los del grupo control.
De igual forma, falta por saber si estos tratamientos
pueden tener efectos colaterales indeseados en otros
6rganos como higado, corazén, pulmén o rindn, pues
éstos se ven seriamente involucrados en los proceso de
reperfusion post-isquémica y podrian afectarse como
resultado de la terapéutica.

CONCLUSIONES

La falta de oxigeno es mas severa en la mucosaYy el signo
temprano de la injuria isquémica es la descamacién de
la linea epitelial. Cuando el suplemento vascular del in-
testino se interrumpié, se indujo un alto grado de injuria
intestinal. Ademas, la evaluacion histolégica mostré que
luego de la isquemia, en todos los casos, se presenté la
inflamacioén y areas visibles de dano epitelial

Durante la reperfusién, ocurre la produccién de especies
reactivas al oxigeno, las cuales causan fuertes dafnos en
la mucosa y vellosidades, pues con la reperfusion del
intestino isquémico, los productos del metabolismo
anaerobico se liberan, contribuyendo posiblemente a
la inflamacién local y sistémica que es proporcional al
grado de isquemia. Estos resultados en la hipoperfusiéon
intestinal continua incrementa el dano local y amplifica
la inflamacién sistémica.

El dano intestinal vari6 dependiendo de la severidad de
la injuria isquémica en la mucosa. Asi, la interrupcién de
la proteccion del epitelio, puede predisponer la entrada
de bacterias y sus productos en la circulacién sistémica
y originar lesiones de mayor severidad. Esta pérdida de
la integridad de las células epiteliales puede muy bien
ser la promotora del proceso de inflamacién sistémica
(Valiente et al. 2000).
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Los conocimientos son limitados en cuanto al papel
directo o indirecto de la injuria intestinal en la iniciacién
de la inflamacion sistémica. Asi mismo, en cuanto a la
identificacién de aquellas citocinas involucradas en la
cascada sistémica responsable de la falla multisistémi-
ca. Hace falta conocer también aquellos factores que,
como el HB-EGF induce la proliferacién y la migracién
celular. Ademas, es mitogénico en las células muscula-
res, fibroblastos y en las células epiteliales y podria estar
ayudando a recuperar los danos ocasionados por I/R;
por lo tanto, la utilizacién de este factor podria constituir
una alternativa terapéutica futura.
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