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1. INTRODUCCION

La isquemia intestinal o mesentérica (IM) es un estado en el que el aporte sanguineo
del territorio mesentérico no es suficiente para cubrir las necesidades de éste. Su
prevalencia ha ido aumentando con el envejecimiento de la poblacion hasta
representar actualmente 1 de cada 1000 ingresos hospitalarios, el 1-2% de los

ingresos por dolor abdominal (1).

La IM se subdivide en 3 formas clinicas: isquemia mesentérica aguda (IMA),

isquemia mesentérica cronica (IMC) y colitis isquémica (CI).

La IMA es consecuencia del déficit en el aporte sanguineo procedente de la arteria
mesentérica superior (AMS), afectando por ello al intestino delgado y al hemicolon
derecho. Aproximadamente supone un 30% de los cuadros de IM, con elevadas tasas
de mortalidad, en torno al 70% (2). La IMA puede ser de origen arterial o de origen
venoso. Dentro de la IMA de origen arterial destaca la embolia de la arteria
mesentérica superior (EAMS), la cual representa el 40-50% de los casos de IMA de
origen arterial. En menor medida también la trombosis de la arteria mesentérica
superior (TAMS) (3), la isquemia mesentérica no oclusiva (IMNO) (4) o la isquemia
focal segmentaria (IFSA). En cuanto a la IMA de origen venosos destaca la
trombosis venosa mesentérica (TVM) con sus 3 variantes (aguda, subaguda y
crénica), si bien solo la forma aguda de TVM presenta manifestaciones clinicas

correspondientes con una IMA y representa el 10-15% de los casos (5) (Tabla 1).

Tabla 1. Formas clinicas de IMA de origen arterial y venoso y su prevalencia.

Subtipo de IMA Prevalencia
Embolia de la AMS 40-50%
Trombosis de la AMS 20-30%
Isquemia mesentérica no oclusiva 10-20%
Trombosis venosa mesentérica 10%

Isquemia focal segmentaria 5%




La IMC cursa con un déficit en el riego sanguineo durante el proceso de digestion lo
que provoca un desequilibrio entre la demanda y el aporte de O,. Supone menos del

5% de los ingresos por IM (2).

La tercera forma clinica de IM, la CI, supone la forma mas frecuente de las tres con
un 70% de los casos de IM. En estas situaciones ocurren fenémenos de oclusion o
hipoperfusion en el colon que, dependiendo del calibre e importancia del vaso
ocluido puede, incluso, conducir a un estado de necrosis gangrenosa si se ven

obstruidos vaso de mayor calibre, teniendo una afectacion transmural (6).

1.1. ANATOMIA

En su mayoria, el aporte sanguineo del intestino (Figura 1) procede de tres grandes
vasos arteriales que nacen de la aorta abdominal (AO): el tronco celiaco (TC), la

arteria mesentérica superior (AMS) y la arteria mesentérica inferior (AMI)
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Figura 1. Representacion esquematica de las principales arterias que irrigan el territorio intestinal (rojo).

El TC, incluyendo la arteria esplénica (AE), la arteria gastrica derecha (AGD) y la
arteria hepatica comiun (AHC), que suministra flujo sanguineo hasta la segunda
porcion del duodeno; la AMS irriga desde la segunda porcion del duodeno hasta la
porcion distal del colon transverso o hemicolon derecho; y, finalmente, la AMI que

permite el aporte sanguineo del colon descendente hasta el recto (7).



1.2. FISIOPATOLOGIA DEL DANO LOCAL POR ISQUEMIA

El flujo sanguineo, la concentracion y saturacion de la hemoglobina (Hb), la
distribucion de la sangre en la pared intestinal, la relacion entre las necesidades y el
aporte de O, y la capacidad de las células para utilizar el oxigeno van a influir en el

suministro de oxigeno a estas células.

La privacion del aporte sanguineo a la célula, asi como de los nutrientes y oxigeno
que la sangre transporta, impide la fosforilacién oxidativa normal en la mitocondria y
la generacion de energia por la via aerobia. Por tanto, la célula se va a ver obligada a
obtener energia mediante el metabolismo anaerobio por lo que hay una disminucion
de la produccion de ATP. Al ser insuficiente la energia producida, el ADP obtenido
de la hidrdlisis de ATP va a ser hidrolizado a AMP, el cual va a jugar un papel

importante en la génesis del sindrome de isquemia reperfusion (SIR).

Conforme se prolonga el periodo de isquemia, se produce un acumulo de lactato y
protones (H+) debidos al metabolismo anaerobio, lo que lleva a una progresiva
acidificaciéon del medio intracelular. Ello conlleva al descenso de las bombas Na'/K"
- ATPasa y Ca®" - ATPasa, que finalmente conduce a un aumento del Ca*

intracelular y a la muerte de la célula.

Al inhibirse la actividad de la bomba Na'/K" - ATPasa la membrana plasmatica se
altera y se produce edema celular. Debido a la elevada concentracion de CI
extracelular y elevada concentracion intracelular de proteinas, el Cl” penetra dentro
de la célula con un catién arrastrando agua y el K' sale fuera para mantener el
equilibrio i6nico. Esto genera un edema que va a tener consecuencias en el posterior

periodo de reperfusion sanguinea del tejido isquémico.

1.3. FISIOPATOLOGIA DEL DANO LOCAL POR EL SiNDROME DE
ISQUEMIA-REPERFUSION

Ademas del dafio ya comentado, con el inicio de la reperfusion el dafio local se vera
magnificado debido a la acciéon de citocinas, del sistema del complemento, de los
neutrofilos, de los radicales libres de oxigeno y a la alteracion de la permeabilidad

capilar que, ademas, van a causar su expansion al resto del organismo (8).



1.1.1. Citocinas

Son moléculas que se encargan de la modulacion de la respuesta inflamatoria,
existiendo citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias. Son producidas
principalmente por linfocitos y macréfagos activados aunque pueden ser producidas
también por otras estirpes celulares. Estas citocinas se acumulan en los tejidos
sometidos a isquemia y, tras la reperfusion, se extienden a la circulacién sistémica y

activan y atraen leucocitos a dichos tejidos.

1.1.2. Sistema del Complemento

Es uno de los mecanismos de defensa perteneciente a la respuesta inmune innata y,
entre otros efectos, potencia la respuesta inflamatoria, facilita la fagocitosis y dirige

la lisis de células.

Algunos autores proponen que las células sometidas a IM expresan “antigenos de
isquemia” a los que se une la IgM circulante durante la reperfusion sanguinea de los
tejidos. Estos se unirian al componente C1 del sistema del complemento
desencadenando la activacion del mismo. Ademas, también se considera, al sistema
del complemento, como un importante mediador de la inflamacion durante la defensa
inmune innata tras la isquemia-reperfusion y se ha demostrado que contribuye a la

atraccion de los neutrofilos al tejido isquémico danado (9,10).

1.1.3. Radicales libres de oxigeno (RLO)

Son metabolitos téxicos que presentan estados intermedios de reduccion
electroquimica del oxigeno al agua y tienen un papel importante en el curso del SIR.
En condiciones no patologicas, el organismo elimina el 95% del oxigeno
transforméandolo en agua y el 5% restante lo va reduciendo originando, de forma
controlada, RLO. Con la reoxigenacion durante la reperfusion de los tejidos
sometidos a isquemia, se produce un incremento patologico de dicha reduccion, que
ocurre en condiciones fisiologicas, debido al acimulo de metabolitos durante la

isquemia.

La reduccion de los RLO en el tejido sometido a isquemia-reperfusion ocurre

basicamente por la accion de los neutréfilos activados y del enzima xantina oxidasa



(XO), originado durante la isquemia por la conversion de la xantina deshidrogenasa
(XD), que en condiciones normales se encuentra en el endotelio microvascular del
tejido.

La acumulaciéon de XO y de hipoxantina son los principales causantes de la
produccion de RLO durante la reperfusion. La XO cataliza la conversion de
hipoxantina a xantina, lo que produce un anidon superoxido (O;) que iniciara la
cadena de oxidacién-reduccion, con produccion de nuevos RLO. Otra de las fuentes
de RLO proviene de la activacion de los neutrofilos, originando un dafio directo

como indirecto en las propias células. Dentro del dafo directo, se describen:

* modificaciones de los acidos nucleicos y rupturas del ADN.

¢ despolimerizacion de mucopolisacaridos y del 4cido hialtironico, asi como
degradacion del coladgeno.

* inactivaciones enzimaticas que pueden alterar la integridad de las

membranas.

El dafo indirecto es el derivado de la reaccion de los RLO. El proceso principal en
este sentido es la peroxidacion de lipidos, que consiste en la oxidacion de los acidos
grasos poliinsaturados contenidos en los fosfolipidos de las membranas celulares.
Esto produce una reaccion en cadena con formacion de RLO intermedios que son
altamente reactivos y extremadamente toxicos, conduciendo todo ello a la pérdida de

funcién de barrera de la membrana celular, lo que provoca apoptosis celular.

1.1.4. Neutrofilos

Estas células del sistema inmune, atraidas por factores quimiotacticos, van a migrar
al tejido isquémico y activarse, liberando asi los granulos contenidos en su

citoplasma produciendo dafio en el tejido.

Los leucocitos activados que llegan al foco de quimiotaxis, se adhieren al endotelio y
crean un “microambiente” que aumenta la porosidad endotelial, e incluso su
disrupcion. Esta pérdida de competencia vascular continta aun cuando los
polimorfonucleares (PMNs) han migrado al espacio intersticial y liberado sus

enzimas citotoxicas y RLO.



1.4. FISIOPATOLOGIA DEL DANO SISTEMICO

El dafio sistémico se debe fundamentalmente al desequilibrio i6nico y a la
produccion de metabolitos a nivel local que resultan toxicos a nivel sistémico, y a la

accion de RLO a distancia del foco inicial.

El desequilibrio i6nico entre medio intracelular y extracelular da lugar al secuestro
de liquidos a nivel intracelular y en el tercer espacio, y a un descenso del volumen

circulante eficaz.

Como se ha mencionado, otra parte del dafio sistémico procede de los RLO. Se cree
que la liberacion de citocinas y RLO en el lugar de la isquemia llevan a una

activacion leucocitaria y del endotelio en multiples focos ademas del original.
1.5. TRATAMIENTO

Las opciones terapéuticas actuales para el manejo de pacientes que cursan IM
dependen de la etiologia de la misma, las condiciones hemodinamicas del paciente y
la experiencia del equipo médico. En rasgos generales, en la IM no oclusiva se opta
un manejo médico, més conservador, mediante la administracién endovenosa de
papaverina (11,12), mientras que en la IM oclusiva el tratamiento de eleccion pasa

por un abordaje quirargico (13).

Independientemente de la etiologia de la IM, en aquellos pacientes que presenten
signos clinicos compatibles con peritonitis o infarto intestinal, se elige un tratamiento
quirargico inmediato para la reseccion de la porcion intestinal infartada o necrotica
(14). La inestabilidad hemodindmica del paciente también es otro criterio para la
indicacion quirtrgica del paciente con IM. Por el contrario, el abordaje quirtrgico
estd contraindicado en aquellos pacientes con riesgo de padecer comorbilidades
asociadas a la anestesia general, asi como si se sospecha que la IM es debida a
vasoespasmo, indicindose en ambos casos el manejo médico mediante

anticoagulantes y vasodilatadores intrarteriales.
1.6. ACIDO FOLICO

El 4cido foélico es una vitamina hidrosoluble esencial para multiples funciones

corporales. No puede ser sintetizada de novo por el organismo por lo que se adquiere



de forma exdgena procedente de multiples alimentos como legumbres o frutas de
hoja verde en forma anionica. El acido félico hace referencia a la forma oxidada y
mas estable de la familia de los folatos. La forma activa la constituye el acido

folinico, disponible para administracién parenteral.

Los folatos acttian como substratos en diferentes vias bioldgicas como la sintesis de
ADN y ARN, replicaciéon celular, la sefalizacion intracelular o la metilacion

genética.

No hay muchos trabajos que utilicen el 4cido fo6lico como farmaco antioxidante en el
tratamiento del dafio por isquemia y reperfusion. En el Laboratorio de Cirugia
Experimental dependiente del Departamento de Cirugia, Radiologia y Medicina
Fisica, de la Universidad del Pais Vasco UPV-EHU, el 4cido folico ha sido ensayado
en modelos de isquemia-reperfusion en territorio mesentérico, en su preparacion
parenteral de &cido folinico. En su experiencia, la administracion IV de écido
folinico a dosis relativamente elevadas de 2,5 mg/kg en los minutos previos al
restablecimiento del flujo mesentérico tras el bloqueo completo de la arteria
mesentérica superior en la rata, disminuye tanto la gravedad de las lesiones mucosas

como la mortalidad.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Las lesiones producidas durante la reperfusion de o6rganos isquémicos siguen siendo
un importante problema médico sin solucion satisfactoria. Este problema afecta a
todos los drganos, pero tiene especial relevancia clinica en el caso del intestino dado
que en los pacientes hipovolémicos se instaura desde el inicio un estado de bajo flujo
en este organo con el fin de aportar volemia en otros 6rganos mas vitales. Durante la
resucitacion de estos pacientes el sindrome de reperfusion del intestino puede dar

lugar a una situacion catastréfica conocida como fracaso multiorganico.

Est4 aceptado que los principales agentes de dafio sistémico durante la reperfusion
son los polimorfonucleares neutréfilos, que reaccionan contra las células endoteliales

afectando asi a rifidon, higado y pulmoén (principalmente).

Seria interesante conocer si la deplecion leucocitaria podria constituir una opcion
terapéutica en este sindrome. Para ello se propone un modelo de isquemia-

reperfusion sobre animales neutropénicos.

Se estudiard la modificacion en el dafio demostrable como consecuencia de la
neutropenia, asi como si el efecto terapéutico del acido folico se mantiene en esta

situacion clinica.
Los objetivos de este proyecto son, por tanto:

¢ Estudiar la modificacion en el dafo como consecuencia de la neutropenia en
el Sindrome de Isquemia-Reperfusion Mesentérico (SIRM).
* Analizar si el efecto terapéutico del 4cido folico se mantiene en esta situacion

clinica.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. ANIMALES UTILIZADOS

Los animales empleados para este trabajo fueron ratas macho singénicas de la cepa
WAG/RijHsd de 3-4 meses de edad y un peso medio de 264 gramos (rango de 235 —
296 gramos).

La cepa empleada fue adquirida en origen a Harlan (Paises Bajos), y criadas en el
Estabulario del Departamento de Cirugia de la Facultad de Medicina y Enfermeria de
la. UPV/EHU. Los animales se mantuvieron en condiciones circadianas de
luz/oscuridad con comida y agua “ad libitum”. La cepa empleada muestra un ritmo
de crecimiento moderado, llegando a estabilizarse en la decimocuarta semana, en la
que alcanzan un peso de 300g los machos y de 200g las hembras y una supervivencia

que no suele superar los 22 meses en los machos y los 31 en las hembras.

Todos procedimientos que se describen a continuacién se llevaron a cabo conforme a
la legislacion vigente y fueron aprobadas por el Comité de Etica de Experimentacion

Animal (CEEA) de la UPV/EHU con el Cédigo M20/2016/225 Herrero de la Parte.
3.2. GRUPOS EXPERIMENTALES

Para el desarrollo experimental de éste Trabajo de Fin de Grado se emplearon 30
animales a los que se indujo Sindrome de Isquemia-Reperfusion, distribuidos

aleatoriamente en 5 grupos tal y como se describe a continuacion en la Tabla 2.

Tabla 2. Descripcidn de los grupos experimentales empleados en éste trabajo.

Grupo Descripcion de la lesion

Animales no tratados.
2 Animales tratados con suero salino (vehiculo).

Animales tratados suero salino (vehiculo), con induccion previa de
neutropenia.

4 Animales con induccion previa de neutropenia y tratados con acido
folinico.

5 Animales tratados con acido folinico.
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En la Figura 2 podemos ver una representacion del cronograma de los

procedimientos realizados.

Dia 0

Dia-5 Dia-1 Isquemia 2 horas  Rep. 30 min

Grupo 1 g ——
Grupo 2 I
Grupo 3 | A e—
Grupo 4 A Ay e—

Grupo 5 I

Figura 2. Linea temporal de los procedimientos de cada grupo experimental. Se representa el momento de la
inyeccion de Ciclofosfamida (triangulo verde), la administracién de suero salino (rayo azul), la administracién de
acido folinico (rayo verde) y el momento de la toma de muestra y eutanasia (asterisco). La linea azul indica la
duracién total del experimento en cada grupo; la roja, el tiempo total de isquemia; y la amarilla. el tiempo de
reperfusion

3.3. INDUCCION DE NEUTROPENIA

Para lograr que los animales de los grupos 3 y 4 presentasen un recuento leucocitario
reducido, se les administr6 ciclofosfamida (50 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.) 1
y 5 dias antes de la realizacion de la isquemia. Para ello, los animales se introdujeron
en un cepo inmovilizador para la administracion de sustancias y mediante una aguja

hipodérmica de 27 G recibieron las dosis del farmaco.
3.4. PROTOCOLO ANESTESICO

Para llevar a cabo la induccion quirirgica de isquemia mesentérica, los animales
fuero previamente pre-anestesiados empleado diazepam (15 mg/kg, 1i.p.).
Transcurridos 10 minutos, se les administré un coctel de ketamina (80 mg/kg) y
medetomidina (0,5 mg/kg), ambos por via i.p., y se esperaron otros 5 minutos antes

de la realizacion de los procedimientos.
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3.5. INDUCCION QUIRURGICA DE LA ISQUEMIA

Una vez comprobado que los animales estaban completamente anestesiados, se
colocaron en posicién dectbito supino sobre una manta calefactora a 37° C y se
practicé una laparotomia para extraer el paquete intestinal (sobre una gasa
humedecida en suero salino a 37° C). Con el paquete intestinal fuera del animal, se

procediod a localizar la arteria mesentérica superior (AMS) (Figura 3).

-

. Vena Renal s -
Izquierda

Figura 3. Fotografia del campo quirdrgico donde se observan los principales vasos de la regién abdominal: TC,
AMS, vena cava (VC) vena renal izquierda (VRI). Se observa también la zona de colocacién del clip de Yasargil

(asterisco azul)

Una vez localizada, se diseco la AMS y se colocd un clip de Yasargil para
aneurismas con el fin de interrumpir el flujo arterial a la totalidad sin dafar la
estructura vascular (Figura 4). Se reintrodujo el paquete abdominal, se sutur6 la
laparotomia realizada y se administré una dosis de meloxicam (2 mg/kg sc). Tras dos
horas de isquemia, se reabrié la laparotomia y se retird el clip de Yasargil,
permitiéndose la reperfusion intestinal durante media hora mas. La cavidad

abdominal fue cerrada de nuevo con puntos simples.
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Figura 4. Fotografias del procedimiento de diseccion (A) y colocacion del clip de Yasargil (B) sobre la AMS.

3.6. TRATAMIENTO EXPERIMENTAL

Segun el grupo correspondiente, los animales recibieron acido folinico (30 mg/kg) o
el mismo volumen de suero salino (empleado como vehiculo) 10 minutos antes de
finalizar la isquemia. Para ello, con el animal aun anestesiado, se realiz6 una incision
en la zona inguinal izquierda del animal para exponer la vena femoral (Figura SA),
que se cateterizd empleando un catéter de linfografia de 27 G a través del cual se
administraron las sustancias a ensayar. Una vez emplazado el catéter en la luz de la
vena femoral comun, éste se sujetd a la misma empleando un clip de Yasargil para

impedir su salida durante la infusion del tratamiento (Figura 5B).

Concluida la infusion se retir6 el catéter y se realizd hemostasia directa en la zona de
puncidon durante 2 minutos. Tras verificar la ausencia de sangrado, se sutur6 la

incision con puntos simples.
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Vena Femoral
Comin

Figura 5. Fotografia de la region inguinal izquierda de la rata en la que se observa la vena femoral y demés
vasos sanguineos (A). Una vez introducido el catéter en el interior de la vena femoral comun, éste se sujetd con

un clip de Yasargil (B).

3.7. TOMA DE MUESTRAS Y EUTANASIA

Transcurridos los 30 minutos de reperfusion mesentérica, el animal se mantuvo
anestesiado mediante isofluorano al 1,5%, se reabrid de nuevo la incision abdominal
y, utilizando dos pinzas hemostaticas, se clamp6 una porcién de intestino delgado,
que fue extirpado y conservado para la realizaciéon de los analisis patoldgicos.
Ademas, se localizo la vena cava y se procedio a la extraccion del volumen total de
sangre circulante para el posterior recuento leucocitario. Este hecho produjo la

muerte del animal por exanguinacion, la cual se confirmé por dislocacion cervical.
3.8. ANALISIS HISTOLOGICOS

La porciodn del intestino delgado extraido se dividi6 en 3-4 fragmentos de intestino de
aproximadamente 1 cm de longitud cada uno, independientemente de su estado
macroscopico. Estas piezas se conservaron en formaldehido al 4% para

posteriormente incluirse en parafina segln el procedimiento habitual.

Los fragmentos de intestino de cada animal se incluyeron dentro de un mismo bloque
de parafina, colocandose perpendicularmente al plano de corte. De cada bloque se

obtuvieron 3 secciones histoloégicas que se montaron sobre un mismo portaobjetos
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para, posteriormente, tefiirse con hematoxilina-eosina. De tal forma que, en cada
portaobjetos, se obtuvieron entre 9 y 12 muestras de tejido intestinal en las que se

valord el grado de lesion histologica.

Tabla 3. Descripcidn del grado de lesion histolégica (GLH) e indice de lesion dado a cada GLH.

Grado Descripcion de la lesion Indice de Lesion

La estructura de la vellosidad intestinal es normal y no se
observan lesiones a nivel microscopico.

El epitelio de las vellosidades se encuentra conservado
1 casi en su totalidad, con presencia de pequefios 1
despegamientos a nivel apical (espacios de Gruenhagen).

2 Conservacion parcial del epitelio, con denudacion apical. 2

Conservacion de la estructura de la vellosidad con
pérdida casi total del epitelio.

4 Desestructuracion de la vellosidad 4

5 Ausencia de vellosidad intestinal.

De cada portaobjetos se seleccionaron aleatoriamente 8 secciones histoldgicas, cada
una de los cuales se dividid en 4 cuadrantes, valorandose el GLH en cada uno de
ellos seglin la escala reflejada en la Tabla 3. Asi, de cada seccion histologica, se

obtuvo un indice de lesion que oscil6 entre 0 y 20.
3.9. RECUENTO LEUCOCITARIO

Para corroborar que los animales de los grupos experimentales 3 y 4 se encontraban
en una situacion de neutropenia o déficit leucocitario, se realizd un recuento de las

células de la serie blanca.

Para la dilucion de la sangre y posibilitar asi una correcta determinacion celular, se
uso6 liquido de Tiirk. En su preparacion se emplearon 2 ml de 4cido acético glaciar
(produce lisis de los eritrocitos sin alterar a los leucocitos) y 1 ml de solucion acuosa
de violeta de genciana al 1% (tifie el nticleo de los leucocitos) y hasta 100 ml de H,O

destilada.
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Figura 6. Camara de Neubauer o hemocitémetro.

En el recuento de células de la serie blanca se utilizd un hemocitometro o camara de
Neubauer con un area de 1 mm” para cada uno de los recuadros numerados (Figura
6) y una altura de 0,1 mm respecto a la superficie, de forma que cuando se cubre con
un cubreobjetos el volumen comprendido entre cada uno de los recuadros numerados

y el cubreobjetos es de 0,1 mm’, es decir 0,1 pL.

Para realizar la determinacion celular se realizd una dilucidon 1:10 de la sangre
extraida en liquido de Tiirk y se dispuso en la camara de Neubauer para su contaje
bajo microscopio Optico a 10 aumentos. Se obtuvo el numero de leucocitos en cada

uno de los recuadros marcados en rojo en la Figura 6 y obtuvo la media de células .

Con los datos de la dilucion realizada, la media de leucocitos obtenidos de cada
muestra de sangre y el volumen de carga que admite cada recuadro de la cdmara de

Neubauer, se obtuvo el numero de leucocitos por mL.
3.10. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos obtenidos tanto del recuento de leucocitario asi como del GLH se
introdujeron en un primer momento en una hoja de célculo Excel, siguiendo la

misma nomenclatura de series e individuos. Una vez el cnjunto de datos fue
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obtenido, estos fueron exportados al paquete informatico GraphPad Prism v.6.01

para realizar los test estadisticos.

Previo a la obtencion de la media y desviacion estandar de cada serie experimental,
se comprobo la distribucion normal de los datos introducidos mediante el test de

normalidad de Kolmogorov-Smirnov.

Tras la comprobar que los datos tenian una distribucion normal y calcular la media y
desviacion estandar de cada grupo experimental, se realizaron andlisis de la varianza
(ANOVA) para la comparacion de las variables independientes entre si vy,
posteriormente, analisis de comparaciones multiples de Newman-Keuls, una vez que

se comprobo y rechazo, mediante ANOVA, la hipotesis nula de igualdad de medias.

Finalmente, para la representacion grafica de los resultados se emplearon graficos de

barras con la media y desviacion estandar de cada grupo.
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4. RESULTADOS

4.1. RECUENTO LEUCOCITARIO

El recuento medio leucocitario de ratas sanas no sometidas a ningln tratamiento ni
condicion experimental es de 8,1 x 10° células/ml. En el Grupo 3, animales que
fueron sometidos a neutropenia y que, posteriormente les fue administrado suero
salino como vehiculo, el recuento medio de células de la serie blanca fue de 7,3 x 10°
células/ml. Por ultimo, el grupo al que se indujo neutropenia y mas tarde tratado con

acido folinico (grupo 4) obtuvo un recuento leucocitario de 8,87 x 10° células/ml.

Recuento Serie Blanca

*kkk

I *kkk I

1.0x107 1
Il Sanas
7.5x10°% [ Vehiculo
E ns B Acido Folinico
I
2 5.0x106-
8 -
S 1x10% T
5x105-
0_

Sanas Vehiculo  Acido Folinico

Figura 7. Gréfico de barras correspondiente al recuento leucocitario de ratas sanas no sometidas a ningun
tratamiento ni condicion experimental (verde), ratas tratadas con ciclofosfamida 50 mg/kg y posteriormente con
suero salino (amarillo) y animales tratados con ciclofosfamida 50 mg/kg y posteriormente con acido folinico 30
mg/kg).

Se puede observar en la Figura 7 que la administracion de dos dosis de
ciclofosfamida en los grupos 3 y 4 redujo, aproximadamente, en un 90% el recuento
de células de la serie blanca, sin que la administracion de i.p. de acido folinico o el

vehiculo empleado en este trabajo influyera en el mismo (p > 0,05).
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4.2. GRADO DE LESION HISTOLOGICA

La valoracion del GLH se llevd a cabo segun el procedimiento descrito en el

apartado correspondiente de material y métodos.

Los animales del grupo 1 que, sometidos a isquemia, no recibieron medicacion han
presentado el segundo menor grado lesional, con un GLH = 14,8 + 1,8. En el grupo
que incluia animales a los que se administrd el vehiculo del tratamiento a ensayar,
suero salino, se obtuvo una lesion histoldgica de grado 14,7 + 1,46, si bien al
comparar ambos grupos, para comprobar el efecto de la administracion del vehiculo,
se observo que estas diferencias no son estadisticamente significativas con un p valor

> 0,05 (p = 0,662) (Figura 8).

18- ns
| Pvalue 0.6629 |

16 T
I
|
O

14-

12-

T
Control Vehiculo

Figura 8. Grafico comparativo entre el GLH de animales controles (azul) y tratados con el vehiculo (amarillo)

En la Figura 9 se puede observar el efecto de los tratamientos ensayados sobre
animales con IM. En el grupo 3 de animales tratados con suero salino, a los que se
les indujo previamente neutropenia, obtuvieron un mayor grado lesional (GLH =
15,6 + 0,72), con unas diferencias significativas comparandolo con el grupo 1 (p <
0,01). Sin embargo son los animales con induccién previa de neutropenia y tratados
con acido folinico (grupo 4) los que mayor grado de lesion histoldgica obtuvieron de
todos los grupos (GLH = 15,9) y los que presentan una mayor diferencia estadistica
al enfrentarse con los animales del grupo control (grupo 1), p <0,0001. Por su parte,

en el grupo de animales sometidos a isquemia y tratados con acido folinico se
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produjo un aumento del grado de lesion con respecto a los 2 primeros grupos
mencionados, pero que fue ligeramente menos marcado que en el grupo “neutropenia

+ vehiculo” v “neutropenia + acido folinico”.
y

18-
16-
I
—
O
14
12- .
Control Neutropenia Nutropenia + Acido Folinico
+ vehiculo Acido Folinico

Figura 9. Representacion grafica del GLH de los diferentes tratamientos y condiciones experimentales
ensayadas. Sobre cada grupo experimental se observa el nivel de significacion de las diferencias respecto al
control o grupo 1 (azul): **, p < 0,01, ***p < 0,0001 y *, p < 0,05.
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5. DISCUSION

Los objetivos de este estudio eran, como ya hemos mencionado, por un lado, estudiar
la modificacion en el dafio como consecuencia de la neutropenia en el SIRM; y por
otro, analizar si el efecto terapéutico del acido folinico se mantiene en esta situacion

clinica.

Para ello, en un primer paso, desarrollamos un modelo experimental en ratas albinas
con déficit leucocitario mediante la administracion ip de ciclofosfamida,
consiguiendo, tal y como se recoge en los resultados, una disminucion del 90% en el
recuento de leucocitos, reduccion similar a los que recoge la literatura con otros
modelos experimentales. Algunos modelos de neutropenia descritos emplean
anticuerpos administrados intraperitonealmente para conseguir la reduccién del
recuento leucocitario. Por ejemplo, en 2006, Liu et al. emplearon anticuerpos
monoclonales anti-Gr-1 en ratones inmunocompetentes C57BL/6 y B6 ICAM-1
deficientes (ICAM-1KO), resultando en una reduccion del 95% en el recuento
leucocitario (15). Otros autores, sin embargo, emplearon suero de conejo anti-
neutrofilos de ratdon y suero de conejo preinmunizado, consiguiendo una disminucion
del 85% en el recuento leucocitario (16). Otros modelos descritos emplean, al igual
que nuestro estudio, la administracion intraperitoneal como forma de desarrollar
neutropenia en animales de experimentacion, tanto en ratones como en ratas,

consiguiendo una disminucién del recuento del PMNs superior al 95% (17).

Teniendo en cuenta que durante el SIRM se produce una grave alteracion
hemodindmica que desemboca en shock, cabria esperar un efecto beneficioso al
tratar a los animales Unicamente con suero (18). Sin embargo, al comparar el grupo
control con el grupo de animales tratados inicamente con suero observamos una
tendencia a la disminucion del dafio intestinal pero sin alcanzar significacion

estadistica.

Con los resultados obtenidos en nuestro estudio observamos que, en animales
neutropénicos tratados, tanto con acido folinico como con suero salino, se produce
un empeoramiento del grado de lesién intestinal. Estos hallazgos se contraponen a
los datos de otros estudios (19) donde se observa que tras 45 minutos de isquemia

hepatica, en una primera fase post-isquemia (tras 1 hora de reperfusion), no se
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aprecia influencia de los neutr6filos sobre el dafno isquémico local a nivel hepatico.
Sin embargo, en fases mas avanzadas se observa que la deplecion continua de PMNs
en sangre periférica tiene efectos protectores. Esta disparidad, entre éstos resultados
y los presentados en nuestro trabajo, podria deberse tanto al tiempo de duracion de la
isquemia como a que sobrepasado un periodo de tiempo de isquemia, la deplecion de

neutrdfilos ya no tenga un efecto beneficioso, sino el contrario.

En cuanto al tratamiento experimental del SIRM con &cido folinico, tanto en
animales neutropénicos como en animales que no presentan esta condicion previa, se
ha observado que, tras la administracion de este antioxidante, hubo un
empeoramiento del grado de lesion local a nivel intestinal. Al contrario de lo
manifestado en nuestro estudio, existen otras investigaciones en las que se objetiva
una disminucion de la lesion intestinal, tanto microscopica como macroscopica, al
administrar acido folinico justo antes de restablecer el flujo sanguineo (20). Tales
diferencias, en un estudio que metodologicamente se ha planteado de manera similar,
podrian deberse a la diferencia de cepas de las ratas empleadas en ambos trabajos, ya
que, como sugieren otros estudios (21), existen variables que pueden modificar los
resultados a la hora de realizar estudios experimentales sobre el SIRM como son la

cepa, edad, peso y periodo de IMA.
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6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo pueden obtenerse las siguientes
conclusiones:

* La administracion intraperitoneal de ciclofosfamida constituye un método
eficaz, facil y reproducible para la deplecion leucocitaria. Siendo su resultado
independiente del tratamiento posterior que recibieron los animales.

* La administracion endovenosa de suero salino no ha producido cambios en el
grado de lesion intestinal, tras isquemia mesentérica aguda.

* La deplecion leucocitaria ha empeorado la lesion local del Sindrome de
Isquemia Reperfusion Mesentérica, lo que es compatible con el papel
reconocido a linfocitos y macrofagos en la regeneracion y reparacion tisular.

* El tratamiento con &cido folinico en animales sometidos a isquemia
mesentérica aguda, tanto en animales con una disminucidén dréstica en el
recuento de leucocitos como en animales sanos, ha empeorado el grado de
lesion intestinal, sin que se haya encontrado explicacion a este hecho.

* En los animales sometidos a isquemia intestinal y tratados con 4cido folico, la
deplecion leucocitaria no modifica el patron lesional
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