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Introduccion

1. Introduccion

La isquemia intestinal no ha tenido una dedicacion especial a lo largo de la
historia de la medicina debido fundamentalmente a la alta mortalidad de la
enfermedad y a la escasa incidencia en pacientes jovenes. Las primeras
intervenciones realizadas con éxito se describen en los afios cincuenta y una
significativa precision en la aproximacién diagnéstica del paciente no se

alcanzara hasta los afios 80.

El estudio de la isquemia mesentérica aguda en animales se remonta a los
trabajos que Virchow y Litten, en 1875 @, realizaron en perros con el fin de
poder observar las modificaciones producidas en el intestino tras la
interrupcion brusca del flujo de la arteria mesentérica superior. Desde
entonces se han utlizado diversos modelos experimentales en animales
para estudiar los factores que condicionan la evolucion de las lesiones
producidas por la isquemia mesentérica aguda. Tras observar en la clinica
que los primeros intentos de recanalizacidbn de los vasos mesentéricos
obstruidos se acompanaban de un empeoramiento del cuadro general (lo
que ha venido a denominarse “sindrome de revascularizaciéon intestinal”),
estos modelos animales se han vuelto a utilizar para el estudio de la

fisiopatologia de este proceso.

En 1906, Bernard Shaw publicaba The Doctor’s Dilemma y aplicaba la teoria
de la autointoxicacibn en el asa estrangulada como mecanismo
fisiopatoldgico letal. Desde esta publicacion se necesitarian mas de 50 afios
para relacionar el “shock irreversible” de los pacientes que presentaban
oclusion vascular mesentérica y la absorcion de toxinas bacterianas a través

del intestino necrosado del enfermo.

En 1930, Cokkinis destacé que “la oclusion de los vasos mesentéricos se
considera unas de esas condiciones en las cuales el diagndstico no es
posible, el prondstico es desesperado y el tratamiento casi inutil”. Los

sintomas son inespecificos inicialmente y por tanto el diagnéstico y el
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tratamiento se retrasan a menudo hasta que la enfermedad est4 avanzada
@

Afortunadamente, desde 1930, muchos avances (por ejemplo la imagen de
resonancia magnética y la flujometria doppler) han permitido hacer un

diagnéstico y tratamiento temprano ©.

En cambio el prondstico permanece grave para pacientes en los cuales el

diagnéstico se retrasa hasta la aparicién de infarto intestinal ®.

Las opciones de tratamiento para la trombosis aguda centrada en métodos
quirargicos han cambiado poco desde el siglo 20. Algunos pacientes pueden
ser buenos candidatos para angioplastia percutanea transluminal con la
colocacion de stents ¢29. Otra alternativa serfa la terapia trombolitica si los
pacientes no llevan mas de 8 horas de presentacién de los sintomas y no

tienen signos de peritonitis ni necrosis intestinal V.

El tratamiento ha consistido tradicionalmente en el manejo quirdrgico. Sin
embargo, la revascularizacion con meétodos endovasculares, sin necesidad
de reseccion, se han notificado cada vez mas en multiples series de casos
que describen el éxito con la terapia endovascular, realizando dicho
procedimiento cuando la enfermedad se diagnostica de forma temprana y no
hay necrosis intestinal transmural. Se suele asociar con disminucion de la
mortalidad. Una opcion alternativa seria el hibrido de cirugia abierta y
tratamiento endovascular que minimiza la agresion quirdrgica a estos

pacientes, que con frecuencia presentan edad avanzada.

En un estudio reciente, se ha demostrado una disminucion de la mortalidad
global y un aumento de la supervivencia al aplicar radiologia vascular
intervencionista para tratar a pacientes con isquemia mesentérica aguda sin

irritacion peritoneal 2,

La clave para el éxito del tratamiento de la isquemia mesentérica aguda y

asi, cambiar el pronéstico sombrio de esta patologia, implica el
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reconocimiento clinico temprano basado en una historia clinica detallada y
un examen fisico, junto con la evaluacion de factores de riesgo que
contribuyen, asi como la rapida realizacion de pruebas diagndsticas
apropiadas para confirmar el diagndstico y la intervencién temprana para
corregir la anormalidad subyacente ¥,

La isquemia avanzada con infarto intestinal al diagndstico y marcadores de

ateroesclerosis generalizada son predictores de pobres resultados.

Por otro lado, se ha ido investigando y conociendo que las lesiones que se
producen durante la isquemia se agravan como consecuencia de la

reperfusion.

El 4cido acetilsalicilico (AAS) y el clopidogrel son farmacos antiagregantes
que se han utilizado ampliamente en territorios anatomicos que han sufrido
episodios de isquemia (por ejemplo tras infarto agudo de miocardio o tras
accidente isquémico cerebral) y presentan buenos resultados en la

prevencion secundaria.

El estudio de investigacion realizado en el que se ha administrado AAS y
clopidogrel pretende evaluar los efectos beneficios de estos farmacos a nivel
de la mucosa intestinal tras la isquemia-reperfusion. Los resultados analizan

diversos aspectos morfométricos de la mucosa intestinal.
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1. 1 Recuerdo embriolégico, anatdmico, estructural e

histol6égico intestinal

1.1.1 Caracteristicas embriolégicas ¥

El plegamiento céfalocaudal y lateral del embridén hace que una porcion de la
cavidad del saco vitelino revestida por endodermo se incorpore al embrion

para formar el intestino primitivo, el cual se puede dividir en cuatro partes:

- Intestino faringeo: que se extiende desde la membrana bucofaringea

hasta el diverticulo respiratorio.

- Intestino anterior: se dispone caudalmente respecto del tubo faringeo

y se extiende hasta la evaginacion del higado.

- Intestino medio: se inicia en posicion caudal respecto de la yema
hepatica y se extiende hasta el punto de union de las dos terceras
partes derechas del colon transverso con la tercera parte izquierda del

mismo en el adulto.

- Intestino posterior: se extiende desde la tercera parte izquierda del

colon transverso hasta la membrana cloacal.
Duodeno

La parte terminal del intestino anterior y la parte cefélica del intestino medio
forman el duodeno. La unién de las dos partes es directamente distal al
origen de la yema hepética. Como el estbmago rota, el duodeno adopta la
forma de C y gira hacia la derecha. Esta rotacion, conjuntamente con el
rapido crecimiento de la cabeza del pancreas, desplaza al duodeno de su
posicién inicial en la linea media al lado izquierdo de la cavidad abdominal.
El duodeno y la cabeza del pancreas presionan contra la pared dorsal del
cuerpo, y la superficie derecha del mesoduodeno dorsal se fusiona con el
peritoneo adyacente. Por lo tanto, ambos planos desaparecen, y el duodeno

y la cabeza del pancreas pasan a estar fijos en una posicién retroperitoneal.
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El pancreas completo obtiene una posicidn retroperitoneal a partir de
entonces. El mesoduodeno dorsal desaparece completamente excepto en la
region del piloro, donde una pequefa porcion de duodeno (bulbo duodenal)

conserva su mesenterio y sigue siendo intraperitoneal.

Durante el segundo mes, se oblitera la luz del duodeno por la proliferacién
de las células de sus paredes. Sin embargo, la luz es recanalizada muy poco
después. Como el intestino anterior es irrigado por el tronco celiaco y el
intestino medio por la arteria mesentérica superior, el duodeno es irrigado

por ramas de ambas arterias.
Intestino medio

En el embridn de cinco semanas, el intestino medio esta suspendido de la
pared abdominal dorsal a través de un mesenterio corto y se comunica con
el saco vitelino a través del conducto vitelino o conducto umbilical. En el
adulto, el intestino medio empieza en la parte directamente distal respecto
del punto donde el conducto colédoco entra dentro del duodeno. En toda su
longitud, el intestino medio recibe la irrigacion de la arteria mesentérica

superior.

El desarrollo del intestino medio se caracteriza por la rapida elongacion del
intestino y su mesenterio, lo que forma el asa intestinal primaria. Por su
apice, el asa se conecta con el saco vitelino a través del estrecho conducto
vitelino. La rama cefélica del asa se desarrolla y forma la parte distal del
duodeno, el yeyuno y parte del ileon. La rama caudal se transforma en la
porcion inferior del ileon, el ciego, el apéndice, el colon ascendente y los dos

tercios proximales del colon transverso.
1.1.2 Caracteristicas anatémicas ** 19

El intestino delgado es un segmento del tubo digestivo que mide
aproximadamente entre 4 y 7 m de longitud. Es mas o menos cilindrico y se

extiende desde el piloro hasta la valvula ileocecal. Esta constituido por tres
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partes: el duodeno, el yeyuno y el ileon, aunque a nivel practico se

distinguen dos partes principales: una relativamente fija, el duodeno, y otra

movil, el yeyunoileon.

Duodeno

Comienza en el piloro y su origen esta indicado por el surco duodenopildrico.

Termina formando con la parte movil del intestino delgado un angulo llamado

angulo duodenoyeyunal. La longitud del mismo es de 25 cm. Su calibre es

irregular y su diametro mide, segun la region, de 3 a 4 cm.

Se puede dividir en cuatro porciones:

Primer porcibn o porcion subhepatica: la cara anterior es
intraperitoneal, pero la cara posterior presenta dos segmentos, uno
interno, intraperitoneal y otro externo, extraperitoneal, siendo el limite
entre estos dos segmentos el que corresponde al borde interno de la

arteria gastroduodenal.

Segunda porcion o porcién descendente o prerrenal: su cara anterior
esta cruzada por el colon transverso y por su meso, y produce en el
I6bulo derecho del higado la impresion duodenal. Su cara posterior se
aplica sobre la vena cava inferior y sobre la arteria espermatica
derecha, el pediculo renal derecho y el uréter y el rifién; separada de
estos Organos por la fascia de Treitz. La cara externa esta en relacién
con el colon transverso, el higado y el colon ascendente. La cara
interna esta unida a la cabeza del pancreas y recibe al conducto
colédoco y a los conductos de Wirsung y Santorini, siendo cruzada

por la arteria pancreatoduodenal superior anterior.

Tercera porcion o porcion horizontal: los vasos mesentéricos
superiores, rodeados por los elementos del grupo central de ganglios

mesentéricos superiores, discurren entre las hojas del mesenterio por
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delante de la tercera porcion del duodeno. La arteria célica derecha

nace por delante de esta parte del duodeno.

- Cuarta porcion o porcidn ascendente: su cara externa esta mas o
menos cercana al borde interno del riidn izquierdo. Entre estos dos
organos, asciende el arco vascular de Treitz, formado por la vena
mesentérica inferior y la arteria colica izquierda. La extremidad
superior de la cuarta porcion del duodeno se une al yeyunoileon por el
angulo duodenoyeyunal. Este se une al pilar izquierdo del diafragma
por un haz de fibras musculares lisas conocidas con el nombre de

musculo de Treitz, por lo que constituye la parte mas fija del duodeno.
Yeyunoileon

Se extiende desde el duodeno al intestino grueso. Comienza en el angulo
duodenoyeyunal y termina en la union ileocecal. A pesar de ser dos partes
distintas, sin embargo no tienen un limite anatdmico preciso sino mas bien
existe un cambio gradual en cuanto a las caracteristicas anatomicas del
yeyuno e ileon. Arbitrariamente, se considera que el yeyuno corresponde a
las dos quintas partes iniciales y el ileon a las tres quintas partes distales.

Con respecto a las diferencias anatdmicas se puede decir que el yeyuno
tiene un diametro mayor, una mayor cantidad de valvulas conniventes —que
practicamente desaparecen en el ileon terminal-, un mesenterio mas fino y

con menor cantidad de grasa y una mayor vascularizacién que el ileon.

Desde su origen a su terminacion, el yeyunoileon describe alrededor de 15 a
16 grandes flexuosidades llamadas asas intestinales. Cada una de ellas
tiene forma de U, cuyas ramas son mas o menos paralelas y estan en
contacto una con otra. Las asas estan dispuestas segun un modo mas o
menos constante desde el tercer mes de vida embrionaria. Se reconocen
dos grupos principales de asas intestinales: un grupo superior izquierdo,
formado por asas horizontales, situadas una debajo de otra, y un grupo

inferior derecho, formado por asas verticales yuxtapuestas de izquierda a
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derecha y de adelante hacia atras. Esta porcion del intestino presenta, en
cerca del 2% de los casos, un poco por arriba del ciego, un diverticulo en
fondo de saco llamado diverticulo de Meckel, que es un vestigio del
conducto vitelino. Estd habitualmente libre, pero puede estar unido por su
vértice a la pared, directamente o por medio de un cordon fibroso.

El yeyuno y el ileon se localizan en su totalidad en la cavidad peritoneal,
suspendidos en el meso del yeyunoileon -que se denomina mesenterio-, por
lo que son moviles. El mesenterio esta formado por dos hojas de peritoneo
entre las que discurren vasos sanguineos que van a irrigar el intestino
delgado, vasos linfaticos y ganglios, nervios y tejido adiposo que es mas
abundante en el ileon que en el yeyuno. La raiz del mesenterio se extiende
de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo por toda la pared posterior del
abdomen desde el lado izquierdo de la segunda vértebra lumbar hasta la

fosa iliaca derecha.

1.1.3 Vasos y nervios del intestino delgado >
Duodeno

Las arterias del duodeno son:

- Arterias pancreaticoduodenales superiores anterior y posterior, ramas

de la gastroduodenal.

- Arteria pancreaticoduodenal inferior, rama de la mesentérica superior.
Se divide cerca de su origen en dos ramas, una anterior y otra
posterior, que se anastomosan en las caras anterior y posterior del
pancreas con las pancreaticoduodenales superiores anterior y

posterior.

- Arteria primera intestinal, la arteria yeyunal, rama de la mesentérica

superior.
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El bulbo duodenal recibe, ademas, una arteria supraduodenal, rama de la
hepatica propia o de la gastroduodenal y una arteria subpilérica, que nace
frecuentemente de la gastroepiploica derecha, o rara vez de la

pancreatoduodenal superior anterior.

Las venas son, de una manera general, satélites de las arterias, y forman en
Sus anastomosis arcos semejantes a los arcos arteriales. Sin embargo, su

terminacion presenta algunas particularidades.

- La vena pancreaticoduodenal superior posterior desemboca en el

tronco de la vena porta.

- La vena pancreaticoduodenal inferior anterior se aleja de su arteria en
la cara anterior del pancreas y se vierte, junto con la vena

gastroepiploica derecha en la mesentérica superior.

- La vena pancreaticoduodenal inferior posterior termina también en la

mesenterica superior.

Los linfaticos del duodeno se vierten en los ganglios pancreaticoduodenales
superiores e inferiores. Sin embargo, la primera porcion del duodeno es
también tributaria de nédulos linfaticos subpiléricos y la cuarta porcién envia
algunos linfaticos a un ganglio pancreatico inferior cercano al angulo

duodenoyeyunal.

Los nervios proceden especialmente del vago izquierdo para la primera
porcion del duodeno, del ganglio celiaco derecho y del plexo mesentérico
superior para la segunda y tercera porcion y finalmente del vago derecho y
del ganglio celiaco izquierdo para la cuarta porcion, la uUltima parte de la

tercera porcion y el angulo duodenoyeyunal.
Yeyunoileon

Las arterias del yeyunoileon son las ramas intestinales de la arteria

mesentérica superior.
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Las venas estan dispuestas como las arterias y desembocan en la vena

mesentérica superior.

Los linfaticos que salen de la pared del yeyunoileon son los vasos quiliferos
de Asellius. Se dirigen directamente a los nodulos linfaticos del grupo
yuxtaintestinal o a los del grupo intermedio. Estos dos grupos comunican
entre si y con el grupo central, del cual los eferentes conducen finalmente la
linfa del yeyunoileon hacia el tronco lumbar izquierdo o hacia la cisterna de
Pecquet, en parte directamente por medio de varios colectores llamados
troncos intestinales y también por medio de ganglios preadrticos y

lateroadrticos izquierdos préximos al pediculo renal.

Los nervios proceden del plexo celiaco por medio del plexo mesentérico

superior.
Arteria mesentérica superior

Irriga una parte del pancreas, el intestino delgado y la mitad derecha del
intestino grueso. Nace de la cara anterior de la aorta, a un centimetro (cm)
aproximadamente por debajo del tronco celiaco, a la altura del borde
superior de la primera vértebra lumbar o del disco que separa ésta de la

duodécima toracica.
Ramas colaterales:

Ademas de algunas ramas muy delgadas destinadas a los ganglios del plexo
celiaco y a la parte vecina del pancreas, la arteria mesentérica superior da

origen a las siguientes ramas colaterales:

- Arteria pancreatoduodenal inferior. Se origina cerca del origen de la
arteria mesentérica superior. Suele ser la primera rama de la arteria o
bien compartir el nivel de origen con la primera rama yeyunal.
Teniendo en cuenta que el sitio de origen de la arteria
pancreatoduodenal inferior es el punto eje de la rotacion del intestino

embrionario, hay mucha variabilidad del origen de dicha arteria,
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originandose unas veces directamente de la primera rama yeyunal y
otras de forma independiente. Se divide en dos ramas: una posterior y
otra anterior. Se anastomosan con las pancreatoduodenales
superiores anterior y posterior, ramas de la gastroduodenal. Una de
sus ramificaciones se dirige hacia la izquierda, a lo largo de la cuarta

porcion del duodeno y se anastomosa con la primera arteria yeyunal.

Arteria pancreatica inferior. Nace de la mesentérica superior cuando

ésta se separa de la cara posterior de la glandula.

Arterias yeyunales e ileales (intestinales). En nimero de 12 a 15,
estas ramas nacen del borde izquierdo de la arteria mesentérica
superior y se introducen en el espesor del mesenterio hacia el
intestino delgado. Las arterias intestinales mas superiores son mas
gruesas que las inferiores. Cada una de ellas se bifurca a cierta
distancia del intestino, y las dos ramas resultantes se anastomosan
boca a boca con las ramas de las arterias vecinas. Se forma asi, en
toda la longitud del intestino una primera serie de arcos de
convexidad intestinal. De la convexidad de estos arcos parten nuevas
ramas que se dividen a su vez y se anastomosan como las primeras
por medio de una segunda serie de arcos, los cuales dan nacimiento
a un gran numero de ramas, que constituyen una tercera serie de
arcos. Se forman en general tres series de arcos, raramente cuatro o
cinco. Sin embargo, sélo existe una fila de arcos en las dos

extremidades del yeyunoileon.

De la ultima serie de arcos, llamada vasos paralelos, parten unas
ramificaciones que van directamente al borde adherente del intestino:
son los vasos rectos. Cada vaso recto se divide en dos ramas, una
derecha y otra izquierda, que se ramifican en la cara correspondiente
del asa intestinal. La division se realiza a una distancia considerable

del intestino, a veces se produce en el origen mismo del vaso recto.
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Frecuentemente, por ultimo, las ramas anterior y posterior nacen

separadamente de los vasos paralelos.

Las ramas anterior y posterior de los vasos rectos discurren en
principio bajo la serosa formando plexos, atraviesan después la
muscular y terminan en la submucosa. En su trayecto intraparietal,
dan colaterales que se anastomosan con las colaterales de las ramas
vecinas cerca del borde libre del intestino. Se dividen, en la
submucosa, en dos ramas terminales que divergen y se anastomosan
con las ramas semejantes de arterias vecinas. Asi se forma una serie
de asas arteriales que constituyen en cada cara del intestino una serie
de arcos longitudinales de donde parten finos ramos que se
anastomosan en red sobre el borde libre. Desde los plexos de la
submucosa parten una o dos arteriolas que se dirigen hacia el vértice
de la vellosidad y en su trayecto se arborizan en una redecilla capilar
subepitelial, muy abundante en cada vellosidad. En las vellosidades
los capilares aferentes y eferentes forman anastomosis

arteriovenosas a lo largo de todo el eje de la vellosidad™® *°.

La primera arteria yeyunal se bifurca en una rama derecha que se
anastomosa con la pancreatoduodenal inferior y otra izquierda que se

anastomosa con la segunda arteria yeyunal.

Arteria colica derecha (arteria colica derecha superior o arteria del
angulo colico derecho). De las dos ramas terminales, la ascendente o
izquierda se anastomosa en el mesocolon transverso con una rama
de la cdlica izquierda y constituye con ella el arco de Riolano. La otra
descendente, forma un arco anastomoético con la arteria célica

derecha media del colon o con la rama co6lica de la arteria ileocolica.

Arteria colica media. Esta rama se desprende en general
directamente del tronco de la arteria mesentérica superior en las

proximidades del origen de la arteria célica derecha. Desciende en el

-12 -



Introduccion

espesor del mesocolon hacia la parte media del colon transverso y se

anastomosa con el arco de Riolano.

- Arteria colica derecha media o arteria del colon ascendente. Es
inconstante. Nace unas veces del tronco de la arteria mesentérica
superior y otras de la arteria ileocdlica. Se divide en las proximidades
del colon ascendente en dos ramas, una ascendente y otra
descendente, que se anastomosan con la rama descendente de la
cOlica derecha superiormente, y con la rama ascendente de la

ileocdlica inferiormente.

- Arteria ileocélica. Nace a una altura variable, por lo general en sentido
ligeramente superior al borde inferior de la tercera porcion del
duodeno. Se divide en dos ramas principales, una cdlica y otra ileal.
La rama codlica asciende a lo largo del colon ascendente y se
anastomosa con la rama descendente de la arteria colica derecha
media o0, cuando ésta se halla ausente, de la arteria colica derecha.
La rama ileal se inclina hacia el intestino delgado y constituye,
anastomosandose con la rama terminal de la arteria mesentérica
superior, el arco ileocdlico. Del arco ileocdlico y del arco paracdlico
formado por las arterias célicas anastomosadas, nacen vasos
terminales rectos destinados al ciego y al colon. Entre estos ramos
terminales hay dos que presentan una disposicion particular: la arteria

cecal anterior y cecal posterior.

Después de dar todas sus ramas, la arteria mesentérica superior se
comporta como una arteria intestinal y termina bifurcandose. De las dos
ramas de bifurcacion, una se anastomosa con la ultima de las ramas

intestinales de la mesentérica y la otra con la rama ileal de la ileocélica.

Anastomosis de la arteria mesentérica superior "

Se han descrito multiples anastomosis, al menos tedricas, entre el sistema

de la arteria mesentérica superior y el tronco celiaco y la arteria mesentérica
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inferior. La posibilidad de que estas uniones arteriales puedan suplir el riego

intestinal en los caso de obstruccion aguda de la arteria mesentérica

superior es mas bien escasa, pero cobran su importancia en obstrucciones

cronicas. De tal manera, son efectivas cuando la oclusion se produce de

manera lenta y progresiva, como en la isquemia mesentérica cronica.

Conexiones con el tronco celiaco

Arco de Buhler: conducto vascular que se establece entre la arteria
mesentérica superior por abajo y el tronco celiaco, arteria hepética
comun o arteria esplénica, por arriba. Aparecen solo en el 2% de las
arteriografias y es un vestigio de la anastomosis longitudinal ventral

embrionaria de los vasos intestinales primitivos.

Arcos pancreatico-duodenales: entre las arterias
pancreaticoduodenales superiores, provenientes de la arteria
gastroduodenal y las arterias pancreaticoduodenales inferiores,

provenientes de la arteria mesentérica superior.

Ramas aberrantes de la arteria mesentérica superior: la arteria
gastroduodenal (9%) o la arteria hepatica principal (24%) pueden
tener su origen en la arteria mesentérica superior. Cuando existen,
habitualmente poseen anastomosis con ramas originadas en el tronco

celiaco.

Conexiones con la arteria mesentérica inferior

Arteria marginal de Drummond: de disposicion periférica en el
mesocolon, discurre paralela a la pared del intestino y muy cerca del

mismo, dando vasos rectos para éste.

Arteria anastomotica central: anastomosis directa entre las arterias
colicas media e izquierda. Es de disposicion mas central y de mayor

calibre.
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- Arco o arteria de Riolano: une la arteria célica izquierda, con la

porcidn proximal de la arteria colica media.
1.1.4 Caracteristicas histolégicas del intestino delgado #*#

El intestino delgado se compone de cuatro capas, que de fuera a dentro son:

serosa, muscular, submucosa y mucosa.
Serosa

Constituye una prolongacion de peritoneo que cubre completamente el
yeyuno y el ileon, pero solo la porcidon anterior del duodeno. El peritoneo
duodenal esta divido en tres partes por las raices del mesocolon transverso
y del mesenterio. La serosa en el yeyunoileon se continta a lo largo del

borde adherente de las asas intestinales con las dos hojas del mesenterio.

Esta formada por una fina capa de células mesoteliales que descansan

sobre un soporte de tejido conjuntivo.
Muscular

Compuesta por dos capas de fibras de musculo liso, una externa en la que
las fibras tienen una disposicién longitudinal, y otra interna, con fibras
circulares que rodean la luz intestinal. Entre las dos capas hay células
ganglionares y fibras nerviosas que forman el plexo mientérico de Auerbach.
Las dos capas musculares estan unidas por puentes mecanicos y
funcionales (eléctricos), lo que hace que se comporten funcionalmente como

un todo.

A nivel del duodeno, esta tunica esta atravesada por los conductos colédoco

y pancredtico.
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Submucosa

Capa de tejido conjuntivo moderadamente denso, con diversas estructuras
en su interior. Un aspecto evidente del duodeno es la presencia de glandulas

submucosas, también llamadas glandulas de Brunner.
- Células: linfocitos, células plasmaéticas, eosindfilos y macréfagos.

- Vasos sanguineos Yy linfaticos: donde drenan los capilares de la mucosa.
Los linfaticos forman un plexo submucoso y desde ahi envian una
prolongacion terminal hacia las vellosidades que se denominan vaso
quilifero central, y que finaliza, de forma ciega, en la proximidad de la punta

de cada vellosidad.

- Células ganglionares y fibras nerviosas: constituyen el plexo submucoso de
Meissner. Las interconexiones de este plexo con el mientérico determinan
qgue el sistema nervioso autbnomo constituya en el intestino una auténtica

unidad funcional.
Mucosa

Capa mas interna, de mayor grosor y de mayor importancia funcional. Se

divide en:

- Muscularis mucosae: capa fina de musculo liso, que separa la mucosa de
la submucosa. Estd compuesta de dos capas, una circular interna y otra
longitudinal externa. Desde la muscular de la mucosa, parten finos haces de
células musculares lisas que forman un eje longitudinal en la parte central de

la vellosidad.

- Lamina propia: capa de tejido conjuntivo laxo. Forma el ndcleo de las
vellosidades y rodea a las criptas. Consta de:

e Fibras: colagenas, reticulares y elasticas. Las fibras reticulares forman
un entramado mas denso hacia el epitelio formando la ldmina reticular

de la membrana basal.
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e Células: eosinodfilos, células plasmaticas, macréfagos, linfocitos y
fibroblastos. Los linfocitos de la lamina propia a menudo forman
ndédulos linfaticos aislados, llamados foliculos solitarios. En general,
aumentan la cantidad de tejido linfoide en direccion al ileon, donde
aparecen cumulos de foliculos linfaticos denominados placas de
Peyer, constituyendo el mayor componente de GALT (gut associated

lymphoid tissues).

Fibras nerviosas amielinicas: para la regulacion del flujo sanguineo y

de la absorcién de la mucosa.

Capilares: la lamina propia contiene una rica red vascular capilar

situada debajo del epitelio.

La lamina propia tiene una funcion defensiva como barrera mecénica a
través de sus macrofagos y linfocitos, ademas de una funcion de soporte

estructural del epitelio de la mucosa.

- Epitelio: cubre las criptas y las vellosidades. Esta compuesto por células
altas columnares separadas de la lamina propia por una membrana basal.
La funcion principal del epitelio de las vellosidades es la absorcion, mientras
que las células de las criptas tienen una funcién secretora y de

multiplicacion.
Epitelio de las vellosidades

Formado por células absortivas (enterocito), células caliciformes y algunas

células endocrinas.

Las vellosidades son proyecciones digitiformes de la mucosa. Consisten en
una matriz de tejido conectivo laxo cubierta por un epitelio columnar simple.
La matriz de las vellosidades es una extension de la lamina propia, que
contiene numerosos fibroblastos, células musculares lisas, linfocitos, células

plasmaticas, eosindéfilos, macréfagos y una red de capilares sanguineos
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fenestrados localizados justamente debajo de la lamina basal epitelial.
Ademas, la lamina propia de la vellosidad, contiene un capilar central
linfatico terminal. Las células musculares lisas derivan de la muscularis
mucosae y se extienden dentro de la vellosidad, acompanando al conducto
linfatico. Estas células musculares lisas hacen que la vellosidad se contraiga
y acorte intermitentemente, lo que impulsa el drenaje del capilar linfatico

hacia los vasos linfaticos que rodean la muscularis mucosae.

El enterocito (que comprende aproximadamente el 95% de la poblacion
general epitelial del intestino delgado) es una célula cilindrica alta, con un
ndcleo basal, abundantes mitocondrias y un reticulo endoplasmatico liso
bastante desarrollado. Su principal caracteristica histolégica es la presencia
en la superficie luminal de la célula del denominado borde en cepillo o chapa
estriada, una serie de microvellosidades dispuestas en paralelo entre si, y
cubiertas por el glucocdliz capa de glucoproteinas entre las que estan
diferentes enzimas intestinales responsables de la division final de las
sustancias nutritivas. Las membranas celulares laterales de dos células
contiguas se encuentran relacionadas en su porcidén superior por complejos
de wunién que sellan completamente la superficie mucosa. Las
microvellosidades aumentan la extensién de la superficie apical hasta 600
veces; se reconocen al microscopio Optico y forman el llamado borde

estriado.
Epitelio de las glandulas intestinales o criptas de Lieberkiihn

Son estructuras tubulares simples que se extienden desde la muscularis
mucosae hacia la lamina propia, donde se abren a la luz intestinal en la base

de las vellosidades. Posee cinco tipos de células:

- Células de Paneth: se encuentran en la base de las criptas. Su funcion
primaria es mantener la inmunidad innata de la mucosa secretando

sustancias antimicrobianas.
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- Células caliciformes: se sitian en la pared lateral de las criptas y las

vellosidades. Segregan mucina a la luz intestinal.

- Células enteroendocrinas: van a segregar distintas sustancias con accion
local o general. Entre otras sustancias producen serotonina, bradiquinina,

somatostatina, péptido intestinal vasoactivo, endorfinas, bombesina, etc.

- Células M (microfold cells): son enterocitos modificados que recubren las

placas de Peyer y otros nodulos linfaticos grandes en la lamina propia.

- Células indiferenciadas o principales: se localizan en la mitad inferior de las
criptas y daran origen a los enterocitos, células caliciformes y células

endocrinas.
Multiplicacién celular @329

Una de las funciones de las criptas es la multiplicacion celular para la

regeneracion del epitelio de la mucosa.

La mayor parte de la replicacion sirve para reponer las células mucosas y los
enterocitos de las vellosidades, células que presentan una vida corta, al
desprenderse de los vértices de las vellosidades unos 5 dias después de su

produccién.

La mucosa del yeyuno presenta el ritmo més rapido de renovacion celular de
todos los tejidos del cuerpo. El epitelio intestinal se renueva por completo

cada 2-3 dias en roedores de laboratorio y cada 3-6 dias en el ser humano.

La proliferacion celular se produce en la mitad inferior de las criptas, en la
llamada zona de replicacién, por multiplicacién de las células indiferenciadas
pluripontenciales y posterior diferenciacion a medida que ascienden hacia la
punta de las vellosidades. En las vellosidades no hay mitosis. El ciclo de
division celular tarda entre 10 y 17 horas en roedores y 24 horas en el ser
humano. Las células destinadas a ser células caliciformes y los enterocitos

sufren dos divisiones adicionales después de abandonar las células
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pluripontenciales. Las células endocrinas también derivan de las células
madre pluripontenciales pero solo sufren una division antes de su

diferenciacion.
Migracion y maduracién celular

El proceso de migracion y reemplazo es distinto segun el tipo celular. Las
células caliciformes y los enterocitos tienen un comportamiento similar.
Sufren un proceso de diferenciacion a medida que ascienden por la
vellosidad, perdiendo su capacidad para la proliferacion y la secrecion (en el
caso del enterocito) y aumentando su capacidad para la absorciéon hasta un
maximo en el tercio superior de la vellosidad, donde pierden su capacidad
absortiva y se desprenden a la luz intestinal. ElI proceso de migracion y
maduracion dura 6 dias en yeyuno y 4 dias en ileon y como enterocito adulto
la célula vive 2 dias en la vellosidad. Las células endocrinas van a ascender
también hacia la vellosidad, pero mas despacio que las células caliciformes y
absortivas. Las células de Paneth no migran sino que permanecen en la
base de las criptas cerca de las células madre de las que derivan. Tienen

una vida media de 4 semanas.

Estructuras que aumentan la extension de la superficie de absorciéon de

la mucosa

Existen tres disposiciones estructurales del intestino que permiten
incrementar la superficie de la mucosa de una manera extremadamente

eficiente:

- Véalvulas conniventes o de Kerckring: son pliegues circulares en forma de
media luna, compuestos de mucosa y submucosa. Comienzan a aparecer a
5-6 cm del piloro. Son mas numerosas en la parte distal del duodeno y al
comienzo del yeyuno y van reduciendo en tamafo y frecuencia en el tercio

medio del ileon.
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- Vellosidades intestinales: son la estructura mas caracteristica del intestino
delgado. Miden 0.5-1.5 milimetros (mm) de altura por 0.1-0.3 mm de
diametro y van disminuyendo su altura cuanto mas cerca del ileon distal.
Estdn compuestas de mucosa. Constan de un eje central de fibras
musculares envuelto por tejido conectivo de la ldmina propia, y tapizadas de

epitelio.

- Microvellosidades de los enterocitos: producen la principal amplificacién de
la superficie de absorcion. Cada célula posee varios miles de

microvellosidades estrechamente dispuestos.
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1.2 Fisiopatologia intestinal: isguemia-reperfusion

1.2.1 Fisiologia intestinal ¢%2%

El intestino delgado y grueso reciben el 20% del gasto cardiaco en
condiciones de reposo —de éste el 70% va a la mucosa (criptas y
vellosidades) que es la estructura mas sensible a la isquemia y submucosa,
y el resto se distribuye entre la muscular y la serosa- que se incrementa
hasta el 35% durante la digestion, a través de dos grandes troncos arteriales
y una extensa red de colaterales que asegura el riego arterial del intestino en
condiciones fisiologicas. El flujo sanguineo al intestino delgado es de unos
500-600 mililitros por minuto pudiendo aumentar a mas del 100% del valor

habitual tras una comida.

Con las variaciones fisiolégicas de la presion arterial no hay mucha variacion
en el flujo intestinal, pero en estados patoldgicos de bajas presiones el flujo
mesentérico se hace mucho menor. En estas situaciones de redistribucion
de flujo, como en el shock, el area esplacnica contribuye a la redistribucion

gracias a la vasoconstriccion del lecho arteriolar en respuesta a las aminas.
1.2.1A Flujo sanguineo gastrointestinal, la circulacion esplacnica (29

Los vasos sanguineos del sistema gastrointestinal son una parte de un
sistema mucho mayor llamado la circulacién esplacnica. Incluye el flujo
sanguineo a través del propio intestino, ademas del aporte sanguineo al
bazo, pancreas e higado. El disefio de este sistema es tal, que toda la
sangre gue atraviesa el intestino, bazo y pancreas, pasa a traves del higado
por via del sistema porta. En el higado, la sangre pasa a través de millones
de sinusoides hepaticos y finalmente, deja el higado a través de las venas
hepaticas, que desembocan en la vena cava. Este flujo de sangre a través
del higado permite a las células reticuloendoteliales, dispuestas linealmente
en los sinusoides hepaticos, eliminar las bacterias y otros agentes patdgenos
gue podrian alcanzar al resto del organismo a través del tracto

gastrointestinal.
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Los nutrientes no grasos absorbidos en el intestino (carbohidratos y
proteinas) son transportados por el sistema portal hacia los sinusoides
hepaticos. Alli, tanto las células reticuloendoteliales como las células
parenquimatosas principales del higado —los hepatocitos- absorben vy
almacenan temporalmente entre la mitad y dos terceras partes de esos
nutrientes. Ademas, multitud de procesos quimicos intermediarios ocurren

en esos hepatocitos.

La mayoria de las grasas que se absorben en el intestino no son llevadas a
la circulacién portal, sino que son absorbidas hacia los vasos linfaticos
intestinales, y conducidas a la circulacion sanguinea sistémica a través del

conducto toracico, evitando el paso por el higado.

La circulacion intestinal cumple dos funciones basicas: proveer oxigeno a los
tejidos y transferir los nutrientes absorbidos al resto del cuerpo. Esta dltima
tarea la hace junto con la circulacion linfatica. La gran area del tubo digestivo
y de su circulacién debe permitir estas dos funciones, pero también tiene que
limitar la posible pérdida de proteinas o de cualquier sustancia desde la

sangre hacia el exterior 9.

1.2.1B Anatomia del riego sanguineo intestinal ¢

El flujo sanguineo intestinal se realiza a través de dos ramas ventrales de la
aorta abdominal, la arteria mesentérica superior y la inferior, las cuales

irrigan al intestino delgado y grueso gracias a un sistema arterial en arcada.

En la pared del intestino, las ramas arteriales se ramifican y envian arterias
circulares de menor calibre en todas las direcciones alrededor del intestino,
de forma que sus extremos se encuentran en el lado de la pared intestinal
opuesto a la insercibn mesentérica. De las arterias circulares salen otras
arterias aun mas pequefias que penetran en la pared intestinal y se
propagan: 1) a lo largo de los haces musculares; 2) hacia las vellosidades, y
3) hacia los vasos de la submucosa situados bajo el epitelio y que

intervienen en las funciones secretoras y absortivas del intestino.
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A través de las vellosidades intestinales, el flujo sanguineo se organiza de
una manera caracteristica, incluyendo unas pequefias arteriolas y vénulas,
que se interconectan a través de un sistema de mdultiples capilares en
espiral. Las paredes de las arteriolas son muy ricas en musculo y son
también altamente activas en controlar el flujo de sangre a través de la

vellosidad.

1.2.1C Efecto de la actividad intestinal y factores metabélicos en el flujo

gastrointestinal 9

En condiciones normales, el flujo sanguineo de cada area del tracto
gastrointestinal, como cada capa de la pared intestinal, esta directamente
relacionado con el nivel de la actividad local. Por ejemplo, durante la
absorcién activa de nutrientes, el flujo de sangre en las vellosidades y las
regiones adyacentes de la mucosa, se incrementa en mas de ocho veces.
De la misma manera, el flujo de sangre en las capas musculares de la pared
intestinal aumenta cuando se incrementa la actividad motora del intestino.
De esta forma, tras ingerir alimento, la actividad motora, secretora y de
absorcion aumentan, por lo que el flujo de sangre aumenta de forma
importante en la hora siguiente, regresando a sus niveles basales en 2 a 4

horas.

Posibles causas del incremento del flujo sanguineo durante la actividad

gastrointestinal 9

A pesar de que la causa o0 las causas precisas del aumento del flujo
sanguineo durante el incremento de la actividad gastrointestinal no estan

totalmente claras, se conocen varios hechos:

- Varias sustancias vasodilatadoras son liberadas desde la mucosa al tracto
intestinal durante el proceso digestivo. La mayoria de ellos son hormonas,
entre las que se encuentran la colecistoquinina, péptido intestinal vasoactivo,
gastrina y secretina. Estas mismas hormonas controlan las actividades

motoras y secretoras especificas del intestino. La adenosina es un potente
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vasodilatador en el lecho esplacnico y hay evidencia de su acumulacion
durante las hiperemias reactiva y postprandial en el intestino delgado. Esta
vasodilatacion se modifica al interferir la acciéon o el metabolismo de la
adenosina, ya sea por cambios en la presion arterial o en la absorcién de

nutrientes G0

- Algunas de las glandulas gastrointestinales también liberan dentro de la
pared intestinal dos quininas, la calidina y la bradiquinina, al mismo tiempo
que liberan sus secreciones a la luz intestinal. Estas quininas son potentes
vasodilatadores que se cree que causan gran parte de la vasodilatacion

mucosa que ocurre a lo largo de la secrecién intestinal.

- La disminucién de la concentracion de oxigeno en la pared intestinal puede
aumentar el flujo sanguineo intestinal al menos un 50 %. No obstante, el
gasto metabdlico de la mucosa y la pared intestinal durante la actividad
intestinal, probablemente disminuya la concentracion de oxigeno lo
suficiente como para causar vasodilatacion. La disminucion del oxigeno
también puede motivar un cuarto paso con el aumento en los niveles de
adenosina, un vasodilatador bien conocido que puede ser responsable

también de la vasodilatacion intestinal.

- Hay otros posibles reguladores locales de la circulacion intestinal, como
prostaglandinas, angiotensina, histamina, serotonina, hiperosmolaridad,
iones potasio, purinas y purinonucleoétidos. De éstas, se ha observado que
las prostaglandinas y la angiotensina regulan la motilidad vascular del tracto
gastrointestinal, pues actian como factores homeostaticos en la
microcirculacion. La histamina es un potente vasodilatador, pero no se ha
encontrado un papel fisiologico en el intestino. Quiza en una situacion
patoldgica, sobre todo donde haya mastocitosis en la mucosa o la serosa, la

histamina pueda desempefiar un papel importante ©°.
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Por lo tanto, el aumento del flujo sanguineo durante la actividad
gastrointestinal es originado, probablemente, por una combinacion de

muchos de los factores comentados y de otros todavia por descubrir.

Flujo sanguineo concurrente en la vellosidad

El flujo arterial que entra en la vellosidad y el flujo venoso que sale de ella
son en direcciones opuestas, y ademas, los vasos se encuentran muy
proximos unos a otros. Explicado por esta disposicion vascular, la mayor
parte del oxigeno difunde desde las arteriolas directamente hacia las vénulas
adyacentes, sin ser transportado por la sangre hacia los extremos de la
vellosidad. Hasta el 80% del oxigeno total puede experimentar este
cortocircuito y por lo tanto, no esta disponible para las funciones metabdlicas
locales de la vellosidad. En condiciones normales, este shunt de oxigeno
desde las arteriolas hacia las vénulas no es peligroso para la vellosidad,
pero en condiciones patolégicas en las que el flujo sanguineo al intestino
esta comprometido, el déficit de oxigeno al extremo de la vellosidad puede
alcanzar tal importancia, que la punta o incluso la vellosidad completa,
puede sufrir una isquemia y llegar a desintegrarse. Por lo tanto, por esta y
por otras razones, en muchas de las enfermedades gastrointestinales, la
vellosidad se encuentra seriamente en peligro con una capacidad de

absorcion severamente deprimida.

1.2.1D Regulacién del flujo sanguineo gastrointestinal ¢ 2% 3%

Existe un preciso mecanismo nervioso, asi como factores humorales y
locales, que regulan el flujo mesentérico en funcién de las necesidades

digestivas o de los requerimientos generales del organismo.

Control nervioso

La estimulacion de los nervios parasimpaticos que inervan al estbmago vy al
colon distal incrementa el flujo de sangre local al mismo tiempo que

aumentan la secrecién glandular. Este incremento sanguineo resulta

-26 -



Introduccion

secundario al aumento de la actividad glandular y no a un efecto directo de

la estimulacion nerviosa.

La estimulacién simpatica, por el contrario, tiene un efecto directo esencial
en el tracto gastrointestinal que causa una importante vasoconstriccion de
las arteriolas con una gran caida en el flujo de sangre. Tras unos pocos
minutos de esta vasoconstriccion, el flujo retorna casi a valores normales por
el mecanismo llamado “escape de autorregulacion”. Este se produce porque
los mecanismos metabdlicos locales vasodilatadores que son estimulados
por la isquemia, sobrepasan la actividad vasoconstrictora simpatica y, por lo
tanto, redilatan las arteriolas, obteniendo el retorno del flujo sanguineo

necesario a las glandulas y masculo intestinal.

Una propiedad importante de esta vasoconstriccion simpatica del intestino
reside en limitar el riego gastrointestinal y de otros territorios esplacnicos
durante cortos periodos en que se requiere aumentar el flujo hacia el
musculo esquelético o el corazén. También, durante el shock circulatorio,
cuando todos los tejidos vitales del organismo se encuentran en peligro de
muerte celular por isquemia (especialmente el cerebro y el corazén), la
estimulacién simpética puede disminuir el flujo sanguineo esplacnico a

limites muy bajos durante un periodo de incluso una hora.

La estimulaciéon simpética también causa una severa vasoconstriccion de las
venas intestinales y mesentéricas de gran volumen. Esta disminucién en el
volumen de estas venas, desplaza grandes cantidades de sangre hacia otras
partes de la circulacion. En el shock hemorragico u otros estados de bajo
volumen sanguineo, este mecanismo puede aportar entre 200 a 300 mililitros

de sangre adicionales a la circulacion general.

En las vellosidades hay poca inervacion simpética y poca musculatura lisa,
de manera que en los vasos de la vellosidad no puede radicar una

importante vasomotricidad activa como si sucede en las criptas®.
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Control humoral ©%3?

Varias sustancias circulantes como las catecolaminas, la vasopresina, la
angiotensina Il y algunas prostaglandinas tienen un importante efecto

vasoconstrictor del area esplacnica.

En los estados de bajo flujo se produce una hipoperfusion renal que da lugar
a un aumento de renina y secundariamente de angiotensina Il que
provocaria una vasoconstriccion intestinal. Se cree que este mecanismo
puede contribuir a los casos de isquemia mesentérica no oclusiva o isquemia

de los estados de bajo flujo.

La vasopresina es también una potente vasoconstrictora esplacnica, con un
efecto mucho mayor que el que produce sobre la circulacién general. Esta
accion la hace eficaz en el tratamiento de algunos casos de hemorragia
gastrointestinal.

Control local 32

Diversas prostaglandinas (PGFy,, PGB, y PGD,) y leucotrienos (LTC, y
LTD4) son vasoconstrictores intestinales. Otros metabolitos del &cido
araquidénico sin embargo tienen una accién vasodilatadora como se
demuestra por la disminucion del flujo esplacnico que se produce tras el
blogueo del metabolismo del &cido araquidonico con la administracién de

aspirina o indometacina.

Factores derivados del asa isquémica como la adenosina, el incremento en
la concentracion de potasio, la hiperosmolaridad, la disminucion de la
tensién local de oxigeno o el incremento en la concentracion de diéxido de
carbono y la acidosis secundaria, van a tener accién vasodilatadora a nivel

local.
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1.2.2 Isquemia intestinal **%®

1.2.2A Definicién

La isquemia mesentérica aguda (IMA) es consecuencia de la oclusion de la
arteria mesentérica superior por trombosis o por embolia. En su forma mas
grave, se afecta todo el intestino delgado y el colon derecho, desde la cuarta
porcién duodenal hasta el colon transverso y causa lesion celular por falta de

oxigeno y nutrientes.

1.2.2B Fisiopatologia

El intestino esta protegido de las formas moderadas de isquemia por la
extensa red de colaterales. Sin embargo, si el fluyo disminuye por un
prolongado periodo de tiempo se produce una lesion. El flujo oscila en un
media de 1.500 a 1.800 mL por minuto, con amplias variaciones como

respuesta a las comidas o el ejercicio.

El intestino puede soportar un 75% de disminucion del flujo durante 12 horas
sin lesiones intestinales significativas. En condiciones normales, solo el 20%
de los capilares estan abiertos y se abren progresivamente cuando el aporte

de oxigeno es insuficiente.

Cuando se produce la obstruccion de las arterias intestinales mayores, la
reduccion de la presién en las arterias distales desencadena la apertura de
las colaterales. Después de varias horas, las arterias distales comienzan a
constrefiirse y disminuye el flujo de dichas colaterales. Esta vasoconstriccion
es inicialmente reversible, pero cuando se mantiene, se hace irreversible

aunqgue se resuelva el origen de la isquemia.

Las lesiones originadas por la isquemia se deben inicialmente a la hipoxia,
no obstante, también la reperfusién da lugar a graves lesiones, tanto en el

intestino como a distancia (pulmén y rifién).

Tras un periodo de isquemia, la primera consecuencia es la pérdida de un

gran volumen circulatorio y proteinas en la luz intestinal, fundamentalmente
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por la pérdida de la capacidad absortiva de las vellosidades intestinales, que
son las estructuras mas sensible a la hipoxia, en la pared intestinal. Esta
pérdida favorece la hipoperfusion. Se produce un edema de la pared
intestinal y una alteracion de la transferencia de liquido, que se acumulan en
la cavidad peritoneal. Todo esto acentla la hipoxia tisular y desencadena la

acidosis lactica.

Como consecuencia del dafo inicial de la mucosa por la isquemia, se
produce el dafio de la barrera mucosa intestinal y por lo tanto el paso a la
circulacién sistémica de bacterias presentes habitualmente en el tubo
digestivo (translocacién bacteriana), que aparece a los 30 minutos del inicio,
con un maximo a las 12 y 24 horas.

La reperfusion provee oxigeno para la reaccion con la hipoxantina, que da
lugar en dltima instancia a una sobreproduccion de superoxidos, capaces de
degradar los componentes lipidicos de las membranas celulares. Se libera
una gran cantidad de sustancias que promueven un estado inflamatorio en el
intestino y en otros 6rganos, cuyos epitelios se lesionan con mayor o menor

gravedad.

Existe un amplio rango de hallazgos patolégicos macroscopicos y
microscopicos en la isquemia intestinal. En un periodo inicial que
corresponde a la isquemia aguda se aprecia necrosis no transmural
(necrosis mucosa, edema de la submucosa, hemorragia y ulceracion),
estado reversible y donde es posible un tratamiento conservador sin
secuelas o resultar en fibrosis y estenosis. Esta afectacion es mas frecuente
en la isquemia del colon. La evolucion natural del periodo inicial sin
tratamiento lleva a un infarto intestinal, gangrena o perforacion, por lo que
las lesiones ya son irreversibles y precisan reseccion intestinal. Esto es mas
tipico en la isquemia mesentérica aguda. El limite entre estos dos estados se
sitla entre la 42 y 102 horas, pero en ocasiones este paso puede acelerarse

0 ser mas prolongado, en funcion de la gravedad de la isquemia.
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1.2.2C Epidemiologia

La isquemia mesentérica representa un serio problema clinico, tanto

diagndstico como terapéutico.

Su incidencia es menor a 1 de cada 1000 admisiones hospitalarias; sin
embargo, el envejecimiento de la poblacion y las mayores posibilidades de
reanimacion en unidades de cuidados intensivos de pacientes criticos han

conducido a un incremento en la aparicion de ese problema clinico.

La dificultad diagndstica, que condiciona un retraso en el tratamiento, hace
que la mortalidad total de la isquemia aguda permanezca alta, alrededor del
71%. Sin embargo, las tasas de supervivencia aumentan conforme los
pacientes se diagnostican y se tratan en las primeras 24 horas,
especialmente cuando se generaliza la utilizacion de angiografias y

vasodilatadores esplacnicos.

1.2.2D Clasificacion de isquemia mesentérica

Se puede clasificar atendiendo a diferentes factores:
- Segun el tiempo de instauracion:
- Isquemia de instauracion rapida o isquemia mesentérica aguda
- Isquemia de instauracion lenta o isquemia mesentérica cronica.
- Segun el territorio afectado por la obstruccion:
- territorio arterial
- territorio venoso
- Segun el mecanismo etiopatogénico implicado:
- No trombdtica: llamada no oclusiva.

- Trombotica: que a su vez puede ser por embolismo arterial,

trombosis arterial o trombosis venosa.
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1.2.2E Etiologia de isquemia mesentérica aguda

Las causas de la isquemia mesentérica aguda se enumeran en la tabla 1.

Tabla 1. Etiologia de la isquemia mesentérica aguda

Oclusion arterial
Embolismo arterial
Trombosis arterial

Diseccidon o traumatismo arterial
Sindrome de compresién del tronco celiaco
Embolismo tumoral
Fibrosis retroperitoneal
Enfermedades del tejido conectivo
Coagulacion intravascular diseminada
Enfermedad de Takayasu
Trombosis venosa mesentérica
Primaria
Situaciones de hipercoagulabilidad:
Coagulopatias
Procesos tumorales
Policitemia vera
Deshidratacion
Hipertension portal, sindrome de Budd-Chiari
Insuficiencia cardiaca congestiva
No oclusiva
Shock hipovolémico
Fallo cardiaco agudo grave
Consumo de téxico:
Ergotamina
Cocaina
Digoxina
Sindrome postcoartectomia

El embolismo arterial es la causa mas frecuente de isquemia arterial aguda,
suponiendo entre un 33- 50% y dentro de él la fibrilacion auricular es la
arritmia mas usualmente implicada. La trombosis arterial representa un 10%,
siendo caracteristico de pacientes ancianos con enfermedad ateroscleroética
generalizada. El 25% corresponde a estados de isquemia mesentérica no
oclusiva, incluyendo estados de hipovolemia, hipotensién o de bajo gasto

cardiaco. La trombosis venosa implica a un 10% de pacientes, detras de la
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cual hay que descartar siempre la presencia de patologia cancerosa
potencial. Por dltimo, con menor frecuencia esta la isquemia segmentaria
focal (5%).

La trombosis arterial conlleva una elevada mortalidad (77.4%), seguida por
la isquemia mesentérica no oclusiva (72.7%), la embolia arterial (54.1%) vy la
trombosis venosa (32.1%) ©3.

1.2.2F Clinica de la isquemia intestinal aguda 239
Embolismo arterial

El vaso mas frecuentemente afectado es la arteria mesentérica superior,
seguida por el tronco celiaco y por ultimo la mesentérica inferior. Suele
afectar a la mesentérica superior en su trayecto distal al nacimiento de la
arteria colica media, respectando por lo tanto el principio del intestino

delgado (duodeno y yeyuno proximal).

La clinica comienza por un dolor abdominal, de instauracion brusca y
localizacion variable, pero de suficiente intensidad como para reclamar
atenciéon médica urgente. Sélo en un tercio de los pacientes aparece la

clasica triada de dolor abdominal, fiebre y heces sanguinolentas.

En la mayoria de los casos, el intenso dolor abdominal no se acompafa de
signos de irritacion peritoneal a la exploracion; la clinica de la isquemia
mesentérica aguda suele describirse como de “dolor abdominal grave que no

se corresponde con la exploracion fisica”.

El examen fisico revela un dolor abdominal sin proporcion con los hallazgos
exploratorios, aumento de ruidos hidroaereos y distension abdominal. Suele

evolucionar a un estado de abdomen agudo, secundario a infarto intestinal.

El diagndstico precoz de la isquemia mesentérica aguda exige un elevado

indice de sospecha clinica.
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La tomografia computerizada (TC) juega un papel fundamental en el
diagnéstico y tratamiento de estos enfermos, aunque no siempre aporta el
diagnéstico de certeza, su variante con angiografia alcanza una sensibilidad
del 94% y una especificidad del 96%.

El tratamiento consiste inicialmente en una reanimacion agresiva en la que
se corrijan los factores desencadenantes y se controlen las alteraciones
fisiopatologicas, como la deshidratacion, la acidosis y el deterioro
hemodindmico. Dadas las alteraciones de la pared intestinal y la proliferaciéon
bacteriana, deben administrarse antibiéticos de amplio espectro de manera

profilactica.

En la mayoria de los pacientes con un embolismo mayor, es obligatorio
realizar una laparotomia exploradora ante la sospecha clinica, antes de que
los signos de irritacion peritoneal aparezcan. Sélo una pequefa fraccion de
pacientes con oclusion parcial de la arteria mesentérica superior pueden
tratarse de manera endovascular, con perfusion percutanea de sustancias,
como tromboliticos y papaverina, y seguimiento mediante arteriografias

seriadas.

En la embolia pura, la embolectomia con catéter de Fogarty suele ser

suficiente para restablecer la perfusion.

Una vez restablecida la circulacion arterial, se debe valorar la viabilidad
intestinal, para lo que hay que esperar entre 15 y 30 minutos antes de
proceder a la reseccion de areas no viables. En general, se prefiere una
reseccion intestinal econdmica, sin incluir las areas de dudosa viabilidad,
mas aun si el area necrdtica es extensa. Ello supone la realizacion del
second look en los pacientes en que existe duda en la afectacion de las

areas del intestino respetadas.
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Trombosis arterial

Se trata de una patologia con una elevada mortalidad, que llega a alcanzar
el 90% de los casos. La mayoria de los pacientes afectados habian sufrido
sintomas de isquemia mesentérica cronica previamente, sin haberse
etiguetado como tales, como pérdida de peso y dolor abdominal

postprandial.

En la historia clinica suelen presentar habito tabaquico, enfermedad arterial
periférica, hipertension arterial, dismotilidad de la vesicula biliar,
gastroparesia o0 Ulceras gastricas (estos tres ultimos sintomas propios de

enfermedades del tronco celiaco).

El cuadro clinico se caracteriza por dolor abdominal de comienzo mas
gradual que en la embolia, se asocia a distension abdominal y signos de
deshidratacion. Son frecuentes las nauseas, los vomitos y la diarrea con

sangre microscopica 0 macroscopica visible.

La arteriografia, si esta disponible, o la angio-TC muestran la oclusion de la
arteria mesentérica superior en el origen y resulta frecuente la presencia de

lesiones cronicas en otros niveles del arbol arterial esplacnico.

En cuanto al tratamiento, inicialmente debe establecerse una reanimacion
agresiva como en el caso de la embolia arterial. A nivel quirdrgico, la
mayoria de los autores prefieren la realizacion de una derivacion arterial al
empleo de la trombectomia simple asociado a la angioplastia con parche de

la regidn estendtica.
No oclusiva

Su aparicion es caracteristica de estados de “bajo flujo”, propios de
situaciones de shock o de insuficiencia cardiaca severa. Entre el 30 y el 50%
de los sujetos combinan el padecer una severa aterosclerosis de los troncos

digestivos.
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Se han descrito casos de isquemia mesentérica aguda no oclusiva como
consecuencia, de la accion directa sobre el sistema de regulacién simpatica

de la vascularizacion intestinal, de téxicos como la ergotamina y la cocaina.

El tratamiento de los estados de shock con farmacos vasoactivos puede

contribuir al mantenimiento de la vasoconstriccion esplacnica.

En los casos de insuficiencia cardiaca cronica, el frecuente empleo de
farmacos digitalicos puede contribuir a la respuesta espastica excesiva de la
circulacibn mesentérica, ya que estos farmacos aumentan la presion portal y,
por lo tanto, la resistencia del territorio vascular mesentérico, predisponiendo

asi a la aparicion de espasmo arterial.

El dolor abdominal es el sintoma mas frecuente; sin embargo, su presencia

frecuentemente no se detecta, por tratarse de paciente criticos.

No existen datos en la historia clinica, la exploracion fisica o de laboratorio

que confirmen la presencia de un cuadro isquémico no oclusivo intestinal.

Las técnicas de imagen como la ecodoppler, la angio-resonancia magnética
o la TC helicoidal no son realmente utiles en el diagndstico de la isquemia no
oclusiva, puesto que no ofrecen la suficiente resolucién como para mostrar el

espasmo de los vasos de pequefio calibre.

En el momento actual, la angiografia adrtica y mesentérica supone el mejor
meétodo diagnostico disponible. La visualizacion angiogréafica del afilamiento
en el origen de las ramas intestinales de los grandes vasos mesentéricos y
la reduccion o ausencia de relleno de los vasos viscerales, en un paciente
con clinica compatible, sugieren el diagnéstico de isquemia mesentérica

aguda no oclusiva.

En el tratamiento, se debe comenzar por un control del estado de
hipoperfusion sistémica a la vez que se realiza el tratamiento de la patologia
desencadenante. Se recomienda emplear monitorizacion agresiva para

optimizar la fluidoterapia y el gasto cardiaco y eliminar el empleo de
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digitélicos y de farmacos vasopresores del manejo del fallo cardiaco y el

shock.

El papel del tratamiento quirdrgico en la isquemia no oclusiva se limita a la
identificacion y reseccion del intestino no viable. Se deben realizar

procedimientos de second look siempre que se considere necesario.
Trombosis venosa

La mitad de los pacientes afectos presentan una historia previa de trombosis
venosa profunda o de tromboembolismo pulmonar, ademas de presentar

cirrosis o hipertension portal.
La mortalidad es elevada, cifrandose entre el 20 y 50%.

Los vasos afectados con mas frecuencia son: vena mesentérica superior
(70.6%), vena esplénica (35.3%) y vena porta (32.8%).

La trombosis venosa extensa compromete el drenaje sanguineo intestinal,
condicionando la aparicion de un secuestro de fluidos que provoca
situaciones de hipovolemia y hemoconcentraciéon. Debido a la estasis
venosa, se produce la progresion de la trombosis hacia el lecho capilar, lo
que compromete el flujo arterial y provoca fenébmenos de vasoconstriccién
secundarios a la irritacién arteriolar. El edema de la pared intestinal derivado
de la afectacién del drenaje venoso compromete aun mas el flujo arterial y
contribuye a fendbmenos de vasoconstriccion. Esta situacion conduce a la

aparicion de infartos intestinales hemorragicos.

La sintomatologia tipica es el dolor abdominal célico, no localizado y
desproporcionado con los hallazgos de la exploracion. Otros sintomas

frecuentes son la anorexia y la diarrea, ocasionalmente con sangre.

En la exploracion fisica, el hallazgo mas constante es la distension

abdominal, mas llamativa que el timpanismo que le acompafa, ya que se
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debe fundamentalmente al edema de la pared intestinal y al secuestro de

fluidos.

No hay datos clinicos de laboratorio o de radiologia simple que aporten un
diagnostico definitivo de trombosis venosa mesentérica. Suele ser necesario

un alto indice de sospecha para llegar al diagnostico.

En la actualidad, la TC helicoidal con contraste ha desbancado a la
angiografia como gold estandar en el diagnostico de la trombosis venosa
mesentérica. El hallazgo principal de la TC en esta patologia es la dilatacion
de la vena mesentérica o portal, con marcada definicion de la pared y una
imagen de baja densidad en la luz que corresponde al trombo. Otros
hallazgos radioldgicos son la presencia de gas en la pared del intestino, el
engrosamiento de la pared y las irregularidades de la grasa peritoneal.

El tratamiento inicial es médico y se reserva la cirugia para casos con

sospecha de necrosis intestinal o peritonitis.

En primer lugar, se debe establecer el soporte hemodindmico y corregir la
hemoconcentracion y la acidosis metabdlica si estan presentes, cuando es
posible, de los factores desencadenantes de la trombosis mesentérica
venosa. Ademas, se debe instaurar la cobertura antibiética de amplio
espectro y descompresién con sonda nasogastrica. El tratamiento principal
de esta entidad es la anticoagulacion y debe mantenerse de forma indefinida

debido a la tasa de recurrencia de hasta el 36%.

1.2.3 Fisiopatologia de la isquemia-reperfusion intestinal (IRI)

De todos los 6rganos, el intestino es probablemente el mas sensible a la
isquemia-reperfusion (IR). La mucosa intestinal esta compuesta por células
labiles que son facilmente lesionadas por episodios de isquemia. Ademas, la
reperfusion per se resulta en un mayor dafio a la mucosa que la lesion
producida solo por la isquemia. Se ha demostrado que los enterocitos que
estan localizados en los extremos de los villi son mas sensibles al efecto de

la isquemia; este hecho se ha atribuido a que constituyen el final de la
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distribucion de la arteriola central que aporta una menor tensién de oxigeno
comparada con las criptas®.Sin embargo, en el afio 2002 se demostré que

la sensibilidad del enterocito depende de su estado de diferenciacion®®.

Por otra parte, los cambios morfolégicos que resultan de la lesion por

isquemia-reperfusion no son uniformes.
Las consecuencias de la IRI se pueden dividir en:

- Alteraciones en la funcidon absortiva intestinal

La oclusion de la arteria mesentérica superior seguida de un periodo de
reperfusion puede desembocar en una deficiente absorcion de nutrientes ©”
0 incluso en casos severos como en los que se produce infarto intestinal en

un sindrome de intestino corto ©?.

- Translocacién bacteriana

Constituye el paso de bacterias desde el tracto gastrointestinal a través del
epitelio de la mucosa hacia lugares extraintestinales como los ganglios
linfaticos mesentéricos, el higado, el bazo y al torrente sanguineo durante el
dafio de la barrera mucosa. Como consecuencia, las bacterias pueden
diseminar a través del organismo, produciendo sepsis, shock o fallo

multiorganico ¢,

Los factores implicados en su etiologia que se producen durante la IRl son

tres 0

1.- el aumento de permeabilidad intestinal

2.- el sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado
3.- la alteracion en la respuesta inmune

- Dafo a 6rganos a distancia
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La lesién de isquemia-reperfusion en el intestino puede resultar en la
produccion de moléculas que pueden dafar tejidos distantes. Moléculas
tales como peréxido de hidrégeno, radicales superdoxido, mediadores
inflamatorios enddgenos y las citoquinas pro-inflamatorias pueden ser
liberadas dentro de la circulacion portal y sistémica, provocando alteraciones
en diversos organos a distancia. Asi puede desarrollar complejas situaciones
patolégicas como el sindrome de respuesta sistémica inflamatoria o el fallo
multiorganico. También puede provocar un sindrome de distress respiratorio
agudo por infiltracion pulmonar de neutrofilos e incluso dafio hepéatico y renal
“1) Por tales razones, el intestino ha sido denominado el “motor invisible del

fallo multiorganico” “2.

Mainous et al. en 1995 demostraron que el intestino puede ser capaz de
producir citoquinas en respuesta a un insulto inflamatorio; sin embargo la
relacion entre la translocacién bacteriana y la liberacion de citoquinas

derivadas del intestino no esta clara “®.

Una de las mayores fuentes de radicales libres de oxigeno es el intestino
durante un proceso de isquemia-reperfusion. La isquemia de la mucosa
intestinal incrementa la produccién de xantina oxidasa, la cual, durante la
reoxigenacién reacciona con los sustratos purinicos hipoxantina y peroxido
de hidrégeno. Los oxidantes generados durante la isquemia intestinal entran
en la circulacion sistémica y predisponen a los pacientes a un proceso

inflamatorio sistémico “34%.

1.2.4 Mediadores de laisquemia-reperfusion intestinal

+ Neutrofilos polimorfonucleares (PMN)

La isquemia-reperfusién resulta en una activacion leucocitica, quimiotaxis,
adhesion del leucocito a la célula endotelial y migracién a través de la pared
de los vasos para infiltrar el tejido. Se reconoce que la adherencia de
neutrofilos al endotelio microvascular es un prerrequisito para la migracion

extravascular al sitio de inflamacion “°.
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La emigraciéon de los PMN de las vénulas postcapilares hacia areas de

inflamacion es un proceso altamente complejo desarrollado en tres fases:
- rodamiento o adhesion débil
- agregacion o adhesion fuerte
- diapédesis o0 extravasacion.

El primer paso iniciado por el proceso de isquemia-reperfusion consiste en
un aumento de la expresion en superficie de las selectinas endoteliales, las
cuales interaccionan con los oligosacaridos de la superficie de los leucocitos.
Esto provoca la aproximacion de los leucocitos a las quimioquinas, lo que
activa las integrinas (CD11/CD18). Las integrinas a su vez, uniéndose a
receptores endoteliales (ICAM-1), confieren la adhesion fuerte, seguida por

la extravasacion de neutréfilos 9,

Existe una creciente evidencia que involucra a los PMN en la patofisiologia
del sindrome de IRI. Estudios microscépicos de tejidos expuestos a IRI
revelan una respuesta inflamatoria aguda que se caracteriza por un
incremento en la adhesion y migracion de los PMN en las vénulas
postcapilares. La intensidad de la acumulacién de leucocitos obtenida por la
isquemia-reperfusién es determinada por la magnitud y duracion del dafio
isquémico “”. Se puede cuantificar de manera indirecta la migracién de los
PMN mediante la medicion de la actividad de la mieloperoxidasa en el

intestino delgado.

Se ha sugerido que los leucocitos PMN son la fuente inicial de formacion de
radicales libres durante el sindrome de IRl y que provocan una disfuncion
celular en el tejido postisquémico “®. Este hecho se basa en parte de la
observacion que los granulocitos activados producen metabolitos reactivos
de oxigeno via el sistema NADPH oxidasa y también secretan
mieloperoxidasa (una enzima que cataliza la producciébn de potentes

oxidantes citotoxicos, acido hipoclorhidrico y N-cloraminas). Ademas, los
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neutréfilos activados son capaces de dafar las ceélulas endoteliales y
aumentar la permeabilidad endotelial de las células a través de la produccion
de oxidantes citotoxicos y toxinas no oxidativas (por ejemplo proteasas,

proteinas catidnicas y colagenasa) “> 49,

Se ha involucrado a los PMN en el tapon a nivel vascular que causa una
distribucion anémala del flujo capilar en estados de shock, lo que supone el

empeoramiento de la microcirculacién y la extensién de la isquemia ©.

Se puede resumir, y teniendo en cuenta los hallazgos publicados por

Hernandez et al. “®

gue la invasion de neutréfilos media la lesion celular
durante la I/R por dos mecanismos: uno es la exacerbacion del dafio
isquémico obstruyendo la microcirculacion e incrementando la permeabilidad
a este nivel, y el otro es la liberacién de sustancias citotoxicas en las células

endoteliales y parenquimatosas o cerca de ellas.
% Oxido nitrico (NO)

El papel del NO en el sindrome de IRI es todavia una controversia. Juega un
papel dicotobmico como citotdxico y citoprotector, mientras que la inhibicion
del NO provoca disfuncion tisular en ciertos modelos de IRI, en otros

produce beneficios.

Hay datos que sugieren que el NO puede juegar un papel importante en la
defensa de la mucosa bajo condiciones normales, pero esta situacion es
mucho mas compleja en circunstancias en las que la mucosa esta inflamada
o dafada. Algunos estudios sugieren que el NO contribuye al dafio tisular,
mientras que otros le otorgan un papel de proteccion. Se ha propuesto que
el NO reacciona con el anion superoxido, producido por los neutrofilos
activados, para formar otro potente oxidante, el peroxidonitrito.
Contrariamente, agentes que producen una liberacién de NO en pequefias
cantidades durante prolongado tiempo, han demostrado que reducen la
inflamacion y aceleran la curacion en afecciones intestinales. Muchas de

estas discrepancias estan relacionadas con las diferencias en la selectividad
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de los inhibidores de la NO sintasa sobre sus diferentes isoformas. De tal
forma, la mayoria de los estudios sugieren que el NO posee un papel de

proteccion en el tracto gastrointestinal ©V.

La isoforma inducible del NO (iNOS), aumenta la apoptosis de las células de
la mucosa ®? y durante los estadios tardios de la reperfusién agrava el dafio
pulmonar al incrementar la producciéon de NO y la nitrosilacion de residuos

de tirosin proteinas ©2.

Por el contrario, NO tiene posibles efectos
beneficiosos en el intestino como neutralizar radicales libres, mantener la
permeabilidad normal vascular, inhibir la proliferacion del musculo liso,
reducir la adherencia de los leucocitos al endotelio, prevenir la activacion de

los mastocitos e inhibir la agregacion plaquetaria ¢+,

La isquemia-reperfusibn es un estimulo para la interaccion leucocito-
endotelio. Se conoce que la pérdida de NO derivado del endotelio es una de
las manifestaciones mas tempranas de lesion por isquemia-reperfusion y se
cree que el NO reducido juega un papel importante en la interaccion
leucocito-endotelio. De tal forma que la administracién de NO o un complejo
organico que libere moléculas de NO atenta la acumulacion de leucocitos

PMN en el tejido postisquémico ©®.

Durante las fases tempranas de la reperfusién existe una limitacion a la
acumulacion de NO y en ausencia de NO, el anién superéxido (O2) sufre
una dismutacion espontanea para formar peroxido de hidrégeno (H,0,). Este
H,O, a su vez, promueve la activacion de la fosfolipasa A2 y favorece la
acumulacion de mediadores proinflamatorios como el factor activador de
plaquetas y los leucotrienos. Estos pasos conllevan una seria disfuncién del

endotelio y un dafio tisular mediado por PMN ©®).
% Xantina oxidasay radicales libre de oxigeno

Durante el periodo isquémico, el ATP intracelular es catabolizado a
hipoxantina, que se acumula en los tejidos ©”. La deplecién de ATP resulta
en una pérdida de regulacion en los canales ionicos dependientes de ATP,
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provocando un intercambio pasivo de iones a través de la membrana, Ky
Mg** difunden fuera, pero Na™ Ca** y H,O difunden dentro. El incremento en
el Ca®" intracelular activa una proteasa dependiente de calcio, que convierte
irreversiblemente la xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa. Esta, durante
el periodo de reperfusion, provoca la reaccion de hipoxantina con oxigeno
molecular, produciendo radicales libres de oxigeno como son el O, y el H,0;
5859 (Figural).

ATP

|

AMP

v
Adenosina  Xantina deshidrogenasa

Ca 2+
v Proteasa
Inosina
v
v Xantina oxidasa
Hipoxantina » Xantina + Oy 222 H,0,

O,

Figura 1.Mecanismo de la produccion de radicales libres de oxigeno

v

mediado por xantina oxidasa ©%

La relacion entre la duracion de la isquemia y la disminucion de ATP en el
tejido intestinal ha sido determinada en un modelo experimental en ratas.
Blum et al. ®® demostraron una completa deplecién de ATP después de 20

minutos de isquemia completa. Lo que supone que sélo 30 minutos de
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isquemia son necesarios para inducir dafo irreversible en el intestino de la

rata Y,

En el intestino, a diferencia de otros 6rganos, la tasa de conversion de
xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa es extremadamente rapida;
realizdndose esta conversion completa en sé6lo un minuto de isquemia

intestinal ©2,

Evidencia experimental indica que los metabolitos reactivos de oxigeno
generados por la xantina oxidasa atraen a los polimorfonucleares al tejido
postisquémico. Los inhibidores de xantina oxidasa y los extraedores de
radicales libres han demostrado disminuir tanto el ndamero de
polimorfonucleares en el tejido reperfundido como la lesion microvascular

asociada ©3%%,

En condiciones fisiolégicas el O, es neutralizado por la superoxido
dismutasa que lo convierte en H;O,, pero durante el periodo de reperfusion

esta reaccion esta sobresaturada ©®.

En comparacién con otros tejidos, la mucosa intestinal tiene una enorme
capacidad para oxidar a la hipoxantina por via de la xantina oxidasa. La
actividad intestinal de xantina oxidasa se encuentra casi exclusivamente en
la capa mucosa, con un incremento de gradiente de su actividad desde la
base de la vellosidad hasta la punta de ésta. Se ha demostrados un

gradiente similar para la vulnerabilidad a la lesién por isquemia-reperfusion
(65)

La formacion de radicales libre de oxigeno consiste en tres componentes ©©:

1. Existen radicales que aparecen directamente de los neutréfilos

extravasados y constituyen el 50% de la cantidad detectada.

2. Hay radicales que se originan de la reaccion xantina oxidasa y

suponen un 15% del total.

-45 -



Introduccion

3. El 35% residual de la cantidad total de radicales, se deben a varios

factores desconocidos.

El radical hidroxilo es el mas reactivo y con vida mas corta de los radicales
de oxigeno. Reacciona con todas las sustancias biolégicas como proteinas,

polisacaridos y acidos nucleicos.

RADICALES OXIGENO

/\

LIPIDOPEROXIDACION p—
/ l QUIMIOTACTICO
7 3 v
ACTIVACION DESINTEGRACION R TR
Bl DE b LEUCOCITOS-PMN
METABOLISMO MEMBRANA
DE

PROSTAGLANDINAS

- MUERTE- - - .FAGOCITOSIS. .| .- LEUCOCITOS -
+ CELULAR - — -ADHERIDOS - "
- FORMANDO .
- UNTAPON'." .1

J . "CAPILAR" " ."|

v y
DANO ¢ RADICALES Y
TISULAR OXIGENO ISQUEMIA

Figura 2. Efectos directos e indirectos de los radicales libres de oxigeno en
el tejido ©?

% Proteinas proinflamatorias

Existe cierta evidencia que la IRl es un factor envuelto en la sintesis de
proteinas proinflamatorias como el factor nuclear kappa-B (NF-kB), el cual
induce la expresion de adhesinas como la ICAM-1 (molécula de adhesién
intercelular) 6 VCAM-1 (proteina de adhesion vascular), el TLR4 (Toll-like

(67)

receptor 4) , factores de necrosis tumoral como TNF-a o TNF-B,
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interleucinas, quimioquinas y enzimas como la ciclooxigenasa-2 ©®. Las
guimioguinas son citoquinas quimiotacticas que regulan la activacion,
diferenciacion y migracion de los leucocitos mediante la unién a receptores
especificos de membrana de diferentes células diana. Juegan un papel
importante en una gran variedad de procesos inflamatorios, como el asma, la
enfermedad inflamatoria intestinal o distintas enfermedades infecciosas. La
eficacia terapéutica potencial de actuacién sobre sus receptores ha sido
experimentada con diferentes antagonistas, como el denominado
CCR5/CXCR3 ©9),

% Proteinas de choque térmico (“heat shock proteins” -hsp-)

Constituyen proteinas de estrés intracelular que se acumulan tras la
isquemia. EI mecanismo para su protecciébn al dafio isquémico, es la
inhibicion del leucotrieno-B4 y la prevencion subsecuente de la activacion de
los neutréfilos y la quimiotaxis ?. De tal forma, la induccién de la hsp-73
disminuye los niveles en plasma de IL-8 y TNFa durante el periodo de IRI en
la rata V.

<+ Endotelinas

2 Los

Son péptidos vasoconstrictores derivados del endotelio vascular
antagonistas de los receptores de las endotelinas inducen una proteccion
significativa contra la IRI, siendo sus maximos beneficios la disminucién en
las lesiones de la mucosa, un incremento en el flujo sanguineo, un
incremento en el ATP de la mucosa y una disminucion de la adhesion

leucocitaria 37479,

% Complemento

Varios estudios han sugerido que el sistema del complemento juega un
papel importante en la lesion intestinal por isquemia-reperfusion ¢8| a
activacion de la cascada del complemento provoca una serie de eventos

inflamatorios potentes, incluyendo la expresion del gen ICAM-1 y la
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sobreexpresion de citoquinas inflamatorias como el TNFa e interleucinas (IL-
1a) 8,

% Hemo oxigenasa (HO)

El sistema HO fue reconocido como la enzima responsable del catabolismo

hemo, abriendo su estructura de anillo tetrapirol para producir CO, biliverdina

y hierro libre .

Hierro » Ferritina

Biliverdina
reductasa

Figura 3. Sistema Hemo Oxigenasa

Hemo > » Biliverdina » Bilirrubina

CO

Se han identificado tres isoformas hemo oxigenasa: HO-1 inducible, también
conocida como proteina “heat shock” 32, constitutivamente expresada HO-2

y una menos conocida HO-3 €9,

En condiciones normales, la HO-2 es la isoforma mayor encontrada en los
tejidos de los mamiferos. La sobrerregulacién de HO-1 puede ser uno de los
mecanismos citoprotectores mas criticos que se activan en momentos de
estrés celular y se cree que juega un papel principal en mantener la

homeostasis oxidante y antioxidante durante el tiempo de lesion celular
(81,82)

Posee cuatro efectos beneficiosos: funcion antioxidante, mantenimiento de la

microcirculacion, citoproteccion y funcién antiinflamatoria ©%83.
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« Hierro

Durante la isquemia, metabolitos como el acido lactico se acumulan y el pH
intracelular cae. Este descenso provoca la desestabilizacion de la membrana
lisosomal, activa las enzimas liticas lisosomales, inhibiendo la unién de los
metales transicionales como el hierro a sus proteinas transportadoras
(transferrina y ferritina), resultando un incremento del hierro libre intracelular
(Fe?"), lo que a su vez acelera la formacion de radicales libres en la siguiente

reaccion @ (figura 4):

Fe** + H0, | — | Fe® + OH + H+

Figura 4. Reaccién de Haber-Weiss ¥

1.2.5 Estrategias de proteccion frente a la isquemia-
reperfusion intestinal

% Precondicionamiento isquémico

Es un fenbmeno por el que los tejidos expuestos a cortos periodos de

isquemia reciben una relativa proteccién ante una isquemia mas prolongada.

En 1986, Murry et al. © introdujeron la primera definicion de
precondicionamiento isquémico, en el cual breves periodos repetidos de
isquemia protegen el miocardio de un subsiguiente periodo mayor de lesion

isquémica que causa lesion irreversible.

Hotter et al. en 1996 ©® fueron los primeros en describirlo a nivel intestinal,
aunque no se ha constituido ningun protocolo del nimero de ciclos
necesarios ni la duracion exacta de los periodos de isquemia para lograr su

beneficioso efecto.

El precondicionamiento isquémico ha sido estudiado como una estrategia

protectora contra la isquemia-reperfusion intestinal en modelos intestinales.
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En humanos, la isquemia yeyunal prolongada (45 minutos) seguida por
reperfusion resulta en pérdida de la integridad de la barrera intestinal que se
acompafia por una translocacion significativa de endotoxinas. Este
fendmeno resulta en una respuesta inflamatoria que es caracterizada por
activacion del complemento, activacion endotelial, secuestro de neutrofilos y

la liberacion de mediadores proinflamatorios dentro de la circulacion ©.
Sus efectos se diferencian en dos fases:

- Fase precoz, temprana o precondicionamiento clasico: inmediato a
la isquemia y dura 2-3 horas. Modulacion directa de funciones

celulares especificas.

- Fase tardia o precondicionamiento tardio: comienza a las 12-24
horas y tiene una duracion de 3-4 dias. Activacion de genes con

sintesis de nuevas proteinas.

Varios efectos estan implicados en su utilizacion: disminucion de la
translocacion bacteriana, antiapoptosis, metabolismo de adenosina, xantina,

éxido nitrico y radicales libres ©®.

Por otro lado, el precondicionamiento isquémico aumenta la actividad de las
células madre intestinales en las criptas intestinales en los dias 1 y 2
después de la cirugia. Por tanto, las actividad de las células madre
intestinales estimuladas por el precondicionamiento isquémico tienen el
potencial de mejorar la regeneracion y reparar la mucosa intestinal después
de la IRI 9,

% Postcondicionamiento isquémico

Consiste en uno o mas ciclos cortos de reperfusién seguido por uno o mas
ciclos cortos de isquemia, inmediatamente después de la isquemia y antes
de empezar la reperfusion permanente. Este hecho puede conferir una
proteccion de oOrganos comparable al precondicionamiento isquémico.

Consecuentemente se demostr6 que el postcondicionamiento isquémico
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atenva la lesion intestinal, como se evidencia por la disminucion en la

puntuacion de Chiu ©?.

Aunque todavia no se conocen los mecanismos protectores del
postcondicionamiento isquémico, los que se han identificado incluyen
proteccion de la integridad mitocondrial via regulacion de los poros de
transicion de la permeabilidad mitocondrial, reduccién de la sensibilidad a la
mayor sobrecarga de calcio intracelular y restauracion de la vaso-relajaciéon

mediada por el 6xido nitrico ©+%29%),

Algunos estudios sugieren que el numero de ciclos de postcondicionamiento
isquémico es mas importante que su duracion. De acuerdo con esto, en un
estudio ®¥ se concluyé que el nimero de ciclos de postcondicionamiento de
3 a 6 aumenta su eficacia al reducir la generacion de oxidantes

mesentéricos, la peroxidacion lipidica y acumulacion de neutrofilos.

Hay un estudio ®® que encuentra que el postcondicionamiento isquémico
atenla la apoptosis de las células de la mucosa intestinal, al abolir los

fenémenos fisiopatoldgicos incluidos en IRI.

También se ha visto que el postcondicionamiento mejoré significativamente
la microcirculacién y proporcion6 proteccion local de acuerdo a la eficacia del
algoritmo postisquémico aplicado. Los resultados sugieren ademas, que en
un modelo animal pequefio de oclusion de la arteria mesentérica superior,
los algoritmos postcondicionamiento mas dinamicos consistentes en ciclos
mas cortos pueden conferir una proteccion mas efectiva contra el dafio por

isquemia-reperfusion ©°.

El postcondicionamiento disminuye la produccion de especies reactivas de

oxigeno y fue asociado con una cuadro histopatolégico mas leve ©®.

< Antioxidantes

El cuerpo humano produce de forma endégena antioxidantes naturales, pero

los cuales, no son capaces de procurar una proteccion adecuada durante la
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IRI. Poseen efectos de disminucion del estrés oxidativo, la peroxidaciéon
lipidica, la infiltracion de neutrofilos, neutralizacion de radicales libres, anti-
apoptosis, anticitoquinas, expresion de INOS y de hemo-oxigenasa, asi

como inhibicién de TNFa ©®.
++ Perfluorocarbonos

Son moléculas hidrocarbonadas, en las que atomos de hidrégeno son
reemplazados por fldor. Pueden disolver 20-25 veces mas oxigeno que el
plasma a temperatura ambiental y su resultado es la liberacién de este
oxigeno en los tejidos. La administracion intraluminal de perfluorocarbonos
oxigenados preserva la funcion y la integridad de la mucosa en el sindrome
de IRI ©7),

% Terapia anti-leucocitica

Existen tres grandes estrategias terapéuticas para el tratamiento del dafio

mediado por los leucocitos durante la IRI:
1. Inhibicién de la activacion leucocitaria.

La activacién de los leucocitos durante la IRI se produce gracias a
la liberaciébn de mediadores inflamatorios como el leucotrieno-B4
(LT-B4), el factor de activacion plaquetaria (PAF) y el TNFa. El uso
de antagonistas de LT-B4 ®®, antagonistas del PAF %1% y de|

TNFa @D disminuyen la activacion leucocitaria durante la IRI.
2. Inhibicién de la sintesis de moléculas de adhesién leucocitaria.

La regulacion de factores de transcripcion como el NF-xB, son el
mecanismo de accion de terapias como la hormona estimuladora
de a-melanocito % la dehidroximetilpoxiquinomicin @°¥, el

FK506 % g el mesna 1%,

3. Inhibicidn de la adhesion endotelial leucocitaria.
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El empleo de alopurinol “%

y de bloqueantes del receptor de
endotelina ("® favorecen la recuperacion tras la IRl disminuyendo

la adhesioén leucocitaria.
% Terapia anti-complemento

La administracion del antagonista del receptor del complemento C5a protege
al intestino del dafio de la IRI, inhibe la expresion de TNFa y disminuye la
infiltracién de neutréfilos, tanto a nivel intestinal como pulmonar 7197 E|
empleo intravenoso de un inhibidor del receptor soluble del complemento 1,

reduce la permeabilidad vascular intestinal e incrementa la supervivencia
(108)

« Nutricion enteral

La nutricion enteral mantiene la inmunidad de la mucosa y la resistencia a
las infecciones. La falta de alimentacion enteral altera los niveles de IL-4 e
IL-10; éstos inhiben la expresion endotelial de ICAM-1, la cual provoca la
atraccion de neutréfilos PMN 09,

% Suplementacion de 6xido nitrico

El empleo de donantes de 6xido nitrico como el FK-409 9 o incluso la
administracion intraluminal de 6xido nitrico, disminuyen el dafio en la IRI. El
uso de inhibidores selectivos de iINOS (estrogeno®?), o de preservadores
de la eNOS (rosuvastatina®!?), protegen a la mucosa intestinal,

disminuyendo las citoquinas atrayentes de neutrdfilos y los niveles de TNFa.
% Suplementacion de glutamina

La glutamina es un aminoacido no esencial, el mas abundante en plasma y
musculo esquelético en condiciones fisiologicas, pero sus niveles caen
sustancialmente tras un traumatismo de cualquier etiologia. Varios estudios
han demostrado que nutricion enteral con suplementos de L-glutamina y

dipéptido de glutamina, disminuyen la translocacion bacteriana y la

-53-



Introduccion

permeabilidad intestinal, mejorando la absorcién de nutrientes, disminuyendo
la expresion de ICAM-1 y la adhesion de neutrdfilos e incluso incrementa la
expresion de heat shock proteins **%%. En administraciones intravenosas
incrementa la hemo-oxigenasa 1 y diversos antioxidantes, disminuyendo los
niveles de TNFa intestinales, ademas de la peroxidacion lipidica de la

membrana celular ¢16:117),

% Suplementacion de glicina

La L-glicina es un amino&cido no esencial que con su administracion como
suplementacién de nutricién enteral, protege el intestino del sindrome de IRI
con funciones antiinflamatorias, inmunomoduladoras, de reduccion de la
translocacién bacteriana y la formacion de radicales libres, asi como de

citoproteccion 18119,
1.2.6 Histologia de laisquemia-reperfusion intestinal

Refiriéendose exclusivamente a las lesiones provocadas por isquemia aguda

y completa, se pueden dividir las alteraciones en la histologia en dos fases:
- lesiones debidas a la isquemia

- lesiones debidas a la reperfusion.

1.2.6A Lesiones debidas a laisquemia

El intestino delgado a pesar de que el epitelio de las vellosidades esta
capacitado para la glicolisis anaerobia, es muy sensible a la isquemia,
apareciendo cambios en el aspecto de la pared con microscopia Optica en
s6lo 15-20 minutos de isquemia 2%, Como en todo tejido, la falta de riego
sanguineo al intestino delgado, si se mantiene el tiempo suficiente, lleva a
necrosis celular que afecta a toda la pared intestinal, conociéndose como
infarto transmural. La evolucion de éste en el tiempo es progresiva desde las

capas mas cercanas a la luz a las méas superficiales 2%,
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La necrosis isquémica del intestino delgado cumple las caracteristicas del

infarto hemorragico *??

, que es aquel que se produce en tejidos laxos, en
organos con doble circulacibn o en tejidos previamente congestivos o
cuando la obstruccion vascular es venosa. Son tipicos en pulmon, intestino y
cerebro. Nos interesan las isquemias que van a lesionar sélo las capas mas
internas de la pared (mucosa y submucosa) y que van a conseguir una
recuperacion completa con los procesos de regeneracion celular. El tiempo
limite de isquemia para que aparezcan lesiones que puedan considerarse

irreversibles es de unas tres horas 2.

Las alteraciones vasculares intestinales no pueden equipararse a las de
otros 6rganos, por las peculiaridades estructurales especiales que ofrecen y
les dan su propio contenido “®®. Si en general, la gravedad de un trastorno
vascular depende de varios factores, como la sensibilidad tisular a la anoxia,
capacidad regenerativa de los tejidos, forma de instauracion del trastorno
vascular entre otros; en el intestino, la circulacion mesentérica establece un
indice de mayor variabilidad, por cuanto esta regulada por complejos
mecanismos centrales y periféricos. Por otra parte, las enfermedades
isquémicas del intestino comprenden un amplio espectro de cambios
anatomopatologicos, con afectacion mayor o menor en dependencia con el
grado de isquemia y de la invasion bacteriana por ruptura de la barrera

epitelial 124125,

Pero, ademas de esta dependencia multifactorial en los
estudios experimentales, consideramos que pueden intervenir el tipo de

animal utilizado y el procedimiento quirdrgico empleado.

Chiu et al. ®® describieron los distintos grados de afectacién de la mucosa

tras la isquemia en funcién del tiempo. Park et al. 2V

, ampliaron esta
clasificacion a 8 grados que van desde una mucosa normal (grado 0) a
infarto transmural (grado 8), realizando la isquemia mediante un manguito de
presion hidrostatico alrededor del mesenterio, asi como sobre el asa
intestinal aferente y eferente, provocando preferentemente una oclusion

venosa o estrangulacion. Wagner et al. 2 realizaron la descripcién mas
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detallada de la lesién, desde tiempos de isquemia muy breves (15 minutos),
hasta cuando las lesiones se hacen ya irreversibles (300 minutos). Por su
parte Boros et al. 7, establecieron los cambios histolégicos que siguen a
periodos de 15, 30 6 60 minutos de isquemia, seguidos de 30 minutos de

reperfusion, prestando gran interés a las alteraciones microvasculares.

El dafio tisular tras establecer el periodo de isquemia, comienza en el
extremo de la vellosidad, extendiéndose a los tejidos circundantes durante la
reperfusion. De tal forma, la mitad de las alteraciones histologicas
provocadas durante periodos de isquemia cortos pueden ser achacables a la

isquemia y la otra mitad a la reperfusiéon *?” (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de la isquemia e isquemia-reperfusion sobre el grosor de la

mucosa intestinal %"

Disminucién del Disminucién del valor % de la reduccién del

valor medio del medio del grosor de la grosor de la mucosa

grosor de la mucosa (mm ) tras 30’ debida a la reperfusién

mucosa (mm) de reperfusion tras 30’ de reperfusion

Isquemia

15 0.31+0.04 0.24+0.01 75%
Isquemia
0.26+0.03 0.21+0.03 40%
30’
Isquemia
60 0.21+0.03 0.14+0.03 38%

- Aspecto macroscopico.

Durante unos breves instantes tras la oclusion vascular, el intestino aparece
con una débil palidez transitoria, pierde su brillo y se edematiza (12%:128:129.130)
A los 30 minutos el asa afectada es de un color rojo cereza y se diferencia

claramente del tejido normal, aumentando estas diferencias al cabo de 60
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minutos 2%, Dos horas después de la oclusion vascular, el asa esta dilatada
y con un color rojo hemorragico. Tras 5 horas de isquemia, la pared intestinal
aparece de color negruzco y esta muy dilatada. En la luz intestinal se

encuentra un liquido serosanguinolento 29,

- Aspecto microscopico.

Las alteraciones microscoépicas de la pared intestinal han sido estudiadas

por Haith et al. 3V

, pudiéndose comprobar una correlacién entre el tiempo
de duracion de la isquemia y la topografia de las lesiones, observando que la
lesion avanza desde la luz hacia la superficie externa, siendo la capa

mucosa la mas precoz e intensamente afectada.
a) 15 minutos de isquemia.

El intestino conserva todavia un aspecto histoldégico casi normal. En el
vértice de las vellosidades aparece una separacion llena de ampollas entre
la base del epitelio y la membrana basal (el llamado espacio de Grinhagen).
Estas pequefias burbujas de aspecto claro, en algunas vellosidades, estan
pasando a la luz intestinal a través de aperturas entre la células epiteliales.
Estas burbujas se originan desde la cara basal del epitelio. Previo a la
aparicion de este espacio subepitelial, se distiende el espacio epitelial lateral,
el espacio entre dos células contiguas que queda entre los complejos de
unién por encima y la membrana basal por debajo. Esta acumulacién de
fluido entre dos células hace que la base de las células epiteliales aparezca
delgada y elongada, hasta que llega un momento en que el camulo de
liquido hace que se despegue la célula epitelial y asi se forma el espacio

subepitelial. Esta fase corresponderia al grado 1 de Chiu.
b) 30 minutos de isquemia.

Se observa la separacion del epitelio en todo el tercio superior de la
vellosidad. Por debajo se ven burbujas de distinto tamafo, pasando algunas

a la luz intestinal. Las células epiteliales conservan un aspecto normal, con
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un borde en cepillo y una membrana de superficie intactas ©®Y. Ademas
conservan funciones bioquimicas relativamente intactas. Se cree que el
cumulo del liguido que provoca la aparicion del espacio subepitelial y
posteriormente el despegamiento del epitelio provenga, al menos en parte,
de la luz intestinal. La célula epitelial intacta seria capaz de seguir
absorbiendo desde la luz intestinal, pero el material absorbido no se podria
retirar por el éstasis capilar secundario a la isquemia, por lo que quedaria
acumulado por debajo de la célula epitelial, entre ésta y la membrana basal.
La lesion descrita corresponde al grado 2 de Chiu.

c) 60 minutos de isquemia.

La separacion del epitelio afecta los dos tercios superiores de la vellosidad y
en la base de las mismas se inicia el despegamiento del epitelio, también por
formacion de burbujas desde la base de las células epiteliales. El estroma de
las vellosidades aparece necrotico y en el vértice de la vellosidad se halla
infiltrado por eritrocitos que vienen de los capilares lesionados. El estroma
necrético se mantiene unido por la membrana basal del epitelio que se
mantiene intacta. Las criptas en esta fase no muestran todavia alteraciones.

Corresponde al grado 3 de Chiu 29,
d) 120 minutos de isquemia.

Las vellosidades aparecen completamente desnudas por separacion del
epitelio que rodea a toda la vellosidad, pero siempre mantienen su estructura
por conservacion de la membrana basal, excepto en el extremo de la
vellosidad, que aparecen completamente destruidas. El citoplasma de las
células epiteliales desprendidas hacia la luz, se hincha y sélo en algunos
sitios se pierde el borde en cepillo. En la mayoria, se conserva intacto junto
con la membrana de superficie, incluidas las funciones enzimaticas de la
misma ®%®. Esto se corresponde con el patrén de necrosis celular tipico de
todos los infartos, excepto los cerebrales, que es la necrosis isquémica

coagulativa de las células afectadas. Tipicamente aparece una pérdida del
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ndcleo de la célula con preservacion de los contornos celulares y de la

arquitectura tisular ©?

. Este patrén se debe a la desnaturalizacion de las
proteinas estructurales, pero sobre todo, de las enzimas, con lo que se
bloquea la protedlisis de la célula “3?. Parece que el proceso de lesién por
isquemia se basa en el despegamiento del epitelio de la mucosa por
formacion de burbujas desde la parte basal de las células epiteliales. Este
proceso seria progresivo desde la punta de la vellosidad hasta la base. Se
cree que esta separacion descendente, se debe a la menor resistencia a la
isquemia de las células mas viejas, siendo por otra parte, el vértice de la

vellosidad la zona peor vascularizada durante la isquemia .

El epitelio de las criptas presenta burbujas en su interior, alguna de las
cuales estaria abierta a la luz de las criptas. Aparecen también algunas
burbujas entre el epitelio y la membrana basal, pero aqui no producen el
despegamiento del epitelio como en las vellosidades. El citoplasma de las
células epiteliales de la parte alta de las criptas aparece hinchado. Las
mitosis son muy raras y soOlo se ven en el tercio inferior de las criptas. La
muscularis mucosae esta todavia completamente intacta. El grado 4 de Chiu
corresponderia a la aparicion de las vellosidades completamente desnudas,
en el grado 5 habria pérdida de la vellosidad con digestién y ulceracion de
zonas de la lamina propia en las vellosidades y en el grado 6 de Park, lesién

de la pared de las criptas 9.
e) 300 minutos de isquemia.

La mucosa esta casi completamente infartada. Ocasionalmente se
reconocen parte de las vellosidades y de las criptas, completamente
desnudas de epitelio. La muscularis mucosae y partes de la submucosa y de
la capa muscular aparecen necréticas. El grado 7 de Park seria la necrosis
completa de la mucosa y el grado 8 de Park corresponderia al infarto

transmural 29,
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f) Isquemias més prolongadas.

Tras la afectacién de la mucosa y la submucosa, se afecta la capa muscular
cuya primera lesion es una pérdida del nacleo celular. Luego hay lisis celular
con separacion y adelgazamiento de fibras y aparece un infiltrado
inflamatorio afectando a los restos de mucosa y de capa muscular. La
mucosa esta completamente desintegrada con esfacelos y ulceraciones
macroscopicas en la misma. Finalmente, aparecen zonas de necrosis en la

capa muscular y serosa con posibilidad de perforacion intestinal.

1.2.6B Lesiones debidas a la reperfusion

El dafio observado tras tres horas de isquemia y después de una hora de
reperfusion es mas severo que el observado tras cuatro horas de isquemia
aislada. Estos resultados demuestran que el dafio provocado por la
reperfusién puede ser mas grave que el dafio producido por la isquemia per
se. Este hecho implica cierta reaccion iniciada por el retorno de sangre
oxigenada al tejido isquémico como consecuencia de la lesién inducida por
la reperfusion ©®; ello es debido a que a las lesiones de la isquemia hay que
sumarle las secuelas de la isquemia previa y el aflujo de sangre a unos

capilares dafiados ¥,

El proceso de regeneracion intestinal tras isquemia en ratas es rapido y
efectivo ™. En otros animales de experimentacién como el gato, la
reparacion de las lesiones es mas lenta ‘3%, A pesar de la rapidez del
proceso, algunos estudios indican que el tiempo de reparacibn es mas
prolongado cuanto mayor ha sido el tiempo de isquemia. Para isquemias
breves (30 minutos), a las 12 horas la recuperacién de la mucosa es casi
completa ®®). En cualquier caso, la regeneracién, demostrada como
formacion de criptas y vellosidades, es evidente a los 2 dias en todos los

grupos de isquemia.

El mecanismo de reparacion consiste en la migracion de las células que

rodean a los focos de necrosis, sin producirse un aumento en el niumero de
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mitosis. Las células absortivas que rodean el foco de despegamiento van a
cambiar su forma, haciéndose aplanadas y mandan proyecciones celulares
por encima de la membrana basal desnuda. Al contactar, las células que

vienen de un lado y de otro se ensamblan desapareciendo asi el defecto
(130)

Después de una adecuada resucitacion, la mucosa del intestino delgado se
recupera rapidamente y el tipo de lesion superficial visto se cura en 6-18

horas, si la mucosa es adecuadamente oxigenada 3%

Gabbert et al. ) hicieron una descripcion detallada del proceso de
regeneracion intestinal en funcién de los dias, para una isquemia aguda de

dos horas.
- Aspecto macroscopico.

A las 12 horas de restauracion del flujo, el intestino todavia permanece
dilatado y de color rojo cereza. En la luz intestinal aparece sangre digerida,
que generalmente ya ha emigrado hacia regiones mas distales del intestino
delgado. Algunas asas intestinales presentan adherencias. Tras 24 horas, el
asa isquémica ya no se distingue, en su color, del intestino normal. La
dilatacién ya ha desparecido aunque aparecen adherencias mayores entre
asas. La sangre de la luz aparece ahora en el ciego y el colon. Tras 3 dias, y
practicamente en todos los casos tras una semana, sélo persisten algunas

adherencias entre asas intestinales, el epiplén o la pared intestinal.
- Aspecto microscopico.
a) 1 hora de reperfusion.

Tras una hora de reperfusion, las alteraciones en la pared son similares a las
gue se producen sélo con la isquemia. En todo caso, aparece un aumento
de las lesiones atribuibles al mecanismo de lesion por reperfusion. El
momento en que aparece este aumento de las lesiones depende del tiempo

de isquemia sufrido. En todos los casos aparece algo después de iniciada la
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reperfusién, no justamente tras la isquemia (concepto de lesion por
reperfusion). Cuanto menos tiempo dura la isquemia, antes aparece el pico
de lesion maxima al iniciarse la reperfusion. Asi Udassin et al. **¥, para una
isquemia de 30 minutos encuentran el momento de méxima lesion a los 10
minutos de iniciada la revascularizacién, mientras que Gabbert et al. *?®, en
una isquemia de dos horas, encuentran la maxima lesion al cabo de 1 hora
de reperfusion. Solo la parte inferior de las criptas permanece integra. Las
vellosidades intestinales aparecen necréticas y en muchos casos
desprendidas a la luz intestinal ®Y. La preservacién del epitelio basal de las
criptas es fundamental en el proceso de reparacion, ya que la renovacion del
epitelio se produce desde estas células de la base de la cripta. Hay
dilatacion de los capilares apareciendo PMN en su luz y algunos emigrados
al tejido conectivo adyacente.

b) 12 horas de reperfusion.

La mucosa continla siendo delgada, observandose todavia algunas
vellosidades necréticas. La mayoria de las criptas tienen un epitelio plano o
cuboidal, en lugar del epitelio columnar normal 8126139 | 55 células que
rodean el foco de despegamiento epitelial van a cambiar de forma,
haciéndose planas y mandando proyecciones celulares por encima de la
membrana basal desnuda. Al contactar las células que vienen de un lado y
otro para cubrir la zona desnuda, se ensamblan y desaparece el defecto 430,
La superficie de la mucosa se cubre asi por células epiteliales planas que
empujan los restos del epitelio necrotico hacia el vértice de la vellosidad. La
reparacion del epitelio es favorecida por la contraccion de las vellosidades a
través de un mecanismo energia-dependiente. Al contraerse, se minimiza el
area desnuda, favoreciendo asi su reepitelizacion *¥. Las nuevas células
epiteliales, presentan en su vértice, gotitas de material lipidico que se
atribuye a una incapacidad de estas células epiteliales inmaduras para
formar quilomicrones, quedando asi almacenados los lipidos absorbidos de

la luz intestinal. Aan no aparece borde en cepillo ni cubierta de superficie. No

-62 -



Introduccion

se observa membrana basal al microscopio Optico, ni en las criptas, ni en las
vellosidades. El estroma de la lamina propia, aparece con una importante
desintegracion edematosa y hay infiltrado de granulocitos y macréfagos,
sobre todo alrededor de los capilares **®. La red capilar todavia no aparece
completamente desarrollada en la region del nuevo epitelio plano y esta

completamente ausente en las zonas de las vellosidades necroticas.
c) 24 horas de reperfusion.

Veinticuatro horas después de la restauracion del flujo, la region de las
criptas todavia no ha recuperado su grosor normal. Las criptas aparecen
estrechas y separadas una de otra. Presentan un epitelio columnar o
cuboidal. En la mitad superior de las criptas y en la base de las vellosidades,
aparecen muchas células productoras de mucina muy cargadas. Aparecen
cortas vellosidades regenerativas con un epitelio en su mayoria columnar y
s6lo en el vértice de la vellosidad sigue siendo todavia cuboidal. La relacién
altura de la vellosidad/profundidad de la cripta es de 1:2 en este periodo. El
epitelio presenta un denso borde en cepillo y una cubierta de superficie
delgada. El estroma de la lamina propia permanece edematoso y con
infiltrado de PMN y macréfagos 0. Aparece la membrana basal que es
discontinua y mas gruesa de lo normal ®Y. En este momento, Cameron et al.
(130 "han encontrado dilatacién de los linfaticos de la vellosidad con restos

necréticos en su interior.

d) 3 dias de reperfusion.

A los tres dfas, la pared ya tiene un aspecto casi normal 30

. Las criptas
aparecen ya mas juntas. La profundidad de las criptas es mucho mayor de lo
normal. Las vellosidades aparecen también mas juntas y también con mayor
altura de lo normal aunque su crecimiento no es proporcionalmente tan
importante como el de las criptas, siendo en este periodo la relacién altura
de las vellosidades/profundidad de las criptas 1:1. El epitelio de las

vellosidades de las criptas es de tipo columnar con borde en cepillo y
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cubierta de superficie normales. La membrana basal también es normal en
vellosidades y criptas. Aparece una densa red de capilares en el estroma de

las vellosidades ®2,
e) A la semana de la reperfusion.

La mucosa es normal, aunque persiste el aumento de altura de las
vellosidades y de profundidad de las criptas. Sin embargo en este momento
la relacion entre ambos ya es normal 2:1. Todos los trabajos dan una
recuperacion completa de la mucosa al séptimo u octavo dia,
independientemente del tiempo de isquemia sufrido siempre que éste haya

sido reversible 126130,
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1.3 Modelo experimental

1.3.1 Caracteristicas anatémica de la rata ®%9

El intestino delgado posee una longitud total que varia desde los 107 cm en
ratas de 5 meses a 122 cm en ratas de un afo. Se divide en tres partes:

duodeno, yeyuno y el ileon.

El duodeno corre hacia el rifion derecho (parte descendente), continua hacia
la linea media (flexura caudal del duodeno) y luego gira cranealmente (parte
ascendente). Contiene la papila duodenal, un é&rea elevada donde el
conducto hepético drena. El yeyuno forma la parte mas larga del intestino,
forma largos lazos rellenando la parte ventral derecha del abdomen. El ileon

se conecta con la base del ciego, cerca del comienzo del colon.
1.3.2 Caracteristicas histolégicas de la rata 3"

En las ratas, el epitelio del intestino delgado se diferencia, de una manera
dependiente de la migracion, en cuatro lineas. Cada una produce productos
genéticos caracteristicos y estructuras celulares tipicas para su funcion %,
Los enterocitos producen hidrolasas en el borde de las vellosidades y las
células de Paneth lisozima, criptidinas y defensinas; las células caliciformes
secretan mucina y péptidos y las células enterocromafines secretan
cromafinas. En el adulto, las células epiteliales de la cripta intestinal se
dividen cada 10 +/- 14 horas. El tiempo celular de transito desde la cripta al
final de la vellosidad es 48 horas. La célula de Paneth es reemplazada
aproximadamente cada 4 semanas pero permanece en la base de la cripta.
Esta célula produce lisozima, la cual puede regular la microflora intestinal.
Las células epiteliales normales de la rata se diferencian segun migran a lo
largo de la superficie de las vellosidades. En el adulto joven, sin embargo los
enterocitos se diferencian mas despacio en comparacion con las ratas

afnosas. La masa de la mucosa es mas alta en el ileon de las ratas con mas
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afos. Esta puede ser hipertrofiada como respuesta a la disminucion de la

eficiencia epitelial.

Las glandulas de Brunner son interesantes porque solo las poseen los
mamiferos. Una de sus funciones es la secrecidon de moco. Las glandulas
secretan un fluido alcalino que contiene mucina. La mucina protege el
epitelio gastrico y la mucosa duodenal proximal manteniendo un gradiente
favorable de pH y protegiendo de la autodigestion. Ellas también secretan
ion bicarbonato y el factor de crecimiento epidérmico. Las ratas tienen

glandulas de Brunner sélo en la porcién proximal del duodeno 39,

El porcentaje de produccion celular en las criptas de Lieberkihn a lo largo de
la longitud del intestino delgado es relativamente constante, sobre 36 células
por cripta. La relacion cripta/vellosidad disminuye desde 27 en el duodeno a

10 en el fleon terminal 49,

La mayoria de los nutrientes son absorbidos a través de los extremos de las
células epiteliales del intestino delgado. Estos extremos miran a la luz. Una
sobresaliente especializacién de la superficie apical de cada célula epitelial
es el gran numero de microvilli, proyecciones externas desde el borde
superficial con variedad en cantidad y densidad. Los microvilli, o también
conocido “borde en cepillo”, aumentan el area de superficie para el
importante transporte y actividad enzimatica que ocurre en su superficie.
Cada microvilli se rellena de filamentos de actina que forman en su base una

red denominada la “red terminal”.

La longitud y el area de la superficie de absorcion del intestino estan bien
documentados. La rata joven, la mas usada en estudios de absorcion y
nutricion, tiene una mucosa con un area por unidad de longitud intestinal
alrededor de 2:1 4+142),

Los monosacaridos glucosa, galactosa y fructosa son absorbidos por el

intestino via translocadores especificos tras la digestion de carbohidratos

s (143)

ingerido La glucosa y la galactosa son absorbidas gracias a un
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cotransportador-1 sodio-dependiente de glucosa y la fructosa por el
transportador- 5 sodio-independiente de glucosa. Ambos estan localizados
en la membrana plasmatica apical del enterocito maduro. En la membrana
basolateral de los enterocitos, los tres carbohidratos comparten el mismo
translocador y entran en la circulacion a través de la via del transportador-2

sodio-independiente de glucosa.

La capacidad absortiva para carbohidratos no es constante. Responde a
largos cambios en las condiciones fisiologicas. Comunmente, los cambios en
el transporte intestinal de glucosa se producen a través de la modulacién de
las concentraciones del cotransportador-1 de glucosa sodio-dependiente y
del transportador-5 de glucosa sodio-independiente 4%,

El transporte de péptidos intactos y proteinas desde la luz intestinal a la
sangre se diferencia del proceso normal de digestion y absorcion. La
absorcion intestinal de minimas cantidades de proteinas es un proceso

fisiolégico de rutina ¥,

Los aminoacidos son absorbidos principalmente en el epitelio yeyunal 4%,

Hay cuatro sistemas de transporte de la membrana plasmética para los
aminoacidos cationicos: uno es especifico para los aminoacidos cationicos.
El resto de aminoacidos son absorbidos por el transportador de aminoacidos

de amplia especificidad.

La absorcion de grasa tiene una tasa maxima en el yeyuno a través de los
lactiferos ubicados dentro de las microvellosidades del borde en cepillo 4°).
Los puntos principales de la absorcion intestinal de las vitaminas y minerales

es revisada por Thomson et al. en 2001 47,
1.3.3 Supervivencia de la rata a la isquemia intestinal

Segln el estudio de Hei et al. de 2008 ¥, a la semana sobreviven entre el
83.3% y el 75% de las ratas sometidas a 60 minutos de isquemia, entre el
50% y el 41.6% de 75 minutos de isquemia, entre el 33.3% y el 16.7% tras
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90 minutos de isquemia y entre el 16.7 y el 0% para 120 minutos de
isquemia. La supervivencia a los tres dias para isquemias de 60, 75, 90 y
120 minutos son 83.3%, 41.6%, 25% y 0%, respectivamente. Casi ningun

animal fallece entre el cuarto y séptimo dia tras la reperfusion.
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1.4 Acido acetilsalicilico (Invesprin®)

El nombre sistematico es &cido-2-(acetiloxi)-benzoico. La formula quimica
del acido acetilsalicilico (AAS) es C9H804 (Figura 5).

OH

O

O

Figura 5. Estructura AAS
Los salicilatos, en forma de corteza de sauce, se utilizaron como analgésicos
durante las épocas de Hipdcrates y sus efectos antipiréticos han sido
reconocidos desde hace mas de 200 afios 9.

El AAS fue presentado a finales de 1890 **?y se ha utilizado para tratar una
variedad de condiciones inflamatorias; sin embargo, la actividad
antiplaquetaria de este agente no fue reconocido hasta casi 70 afos

después %Y.

El AAS es el primero entre los farmacos antiinflamatorios no esteroideos que
es aun el mas ampliamente prescrito como agente analgésico, antipirético y

antiinflamatorio 5153,

El AAS ejerce su efecto principalmente al interferir con la biosintesis de
prostanoides ciclicos, es decir, tromboxano A2, prostaciclinas y otras
prostaglandinas. Estos prostanoides son generados por la oxidacion
catalizada enzimaticamente del acido araquidénico, que en si, deriva de los
fosfolipidos de membrana ®*¥. El 4cido araquidénico es metabolizado por la
enzima prostaglandina H-sintasa que a través de su ciclooxigenasa (COX) y

las actividades de peroxidacién por sintasas especificas, produce las PG D2,
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E2, F2A, 12 (prostaciclina) y tromboxano A2, todos los cuales median las

funciones celulares especificas.

El AAS ejerce sus efectos antitrombaticos primarios a través de la inhibicion
de la PG H-sintasa/COX por la acetilacion irreversible de un resto de serina
especifica y es unas 170 veces mas potente en la inhibicion de la COX-1
que COX-2 159,

Por otro lado, la accion antiinflamatoria del AAS se cree que es el resultado
de su inhibicibn no especifica de la ciclooxigenasa por acetilacion del
terminal amino de la serina en el sitio activo de la enzima reduciendo asi el
nivel de produccion de prostaglandinas. Ademas, tiene la capacidad de
eliminar radicales libres lo que incrementa méas su eficacia antiinflamatoria
(1%6) También, el acido salicilico el metabolito de la aspirina exhibe su accién
antiinflamatoria por inhibir la migracibn de leucocitos ademas de la
agregacion de neutrofilos humanos que es inducido por algunos
quimioatrayentes. También, por sus efectos antiinflamatorios, el AAS inhibe
la interaccion leucocito-endotelio, que a su vez, se encuentran entre los

sucesos iniciadores de la aterogénesis, el crecimiento de vasos colaterales
(157)

Ademas de las propiedades antiinflamatorias y analgésicas del AAS, se han
identificado nuevas acciones terapéuticas entre las que se incluyen la
prevencion de enfermedades cardiovasculares, disminuir la incidencia de

cancer de pulmén, colon y mama .

Un efecto importante a destacar es el efecto trombético paradojico del AAS.
Hay evidencia epidemiolégica de complicaciones trombo-embdlicas después
de la retirada o discontinuidad por incumplimiento o por realizaciéon de
cirugia u otros procedimientos médicos %, La generacion del trombo se
aumento al 8-10° dia después de una inyeccion de una dosis Unica de AAS

en ratas 160
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Un aspecto a tener en cuenta son las posibles causas de aparicion del
derrame isquémico recurrente en pacientes que toman AAS que incluyen
una inadecuada inhibicidon de reactivacion plaquetaria debido a inadecuada
dosis o0 a una adherencia pobre al tratamiento o una resistencia relativa a la

inhibicién de la ciclooxigenasa plaquetaria por el AAS 6V,

La resistencia del AAS ocurre en 5-45% de la poblacibn y es
independientemente asociada con un riesgo incrementado de eventos
cardiovasculares mayores. Los potenciales mecanismos de resistencia al
AAS pueden ser clinicos, biolégicos o genéticos. Las variables clinicas
asociadas con resistencia a AAS incluyen el tabaco, la enfermedad coronaria

isquémica y la concurrencia del uso de farmacos estatinas °2.
Efectos del AAS en diferentes 6rganos:

- enfermedad arterial coronaria. En la prevencién primaria, los ensayos
demuestran que el tratamiento con AAS no disminuye la mortalidad
cardiovascular pero disminuye significativamente el riesgo de infarto de

miocardio no fatal %2,

En un metaandlisis de ensayos controlados randomizados se demuestra que
el uso de clopidogrel en combinacién con AAS para pacientes con sindrome
coronario agudo o pacientes que recibieron una intervencién percutanea
coronaria disminuye la probabilidad de eventos coronarios mayores y de
infarto de miocardio fatal y no fatal, comparado con el AAS solo. El uso de
doble terapia antiplaquetaria en pacientes con sindrome coronario agudo
tiene una favorable tasa riesgo/beneficio a diferencia de pacientes con
enfermedad cardiovascular estable, en los que se asocia con un incremento

del riesgo de hemorragia °¥.

- enfermedad cerebrovascular. Regimenes de bajas dosis de AAS parecen

apropiados para la prevencion secundaria de enfermedad cerebrovascular
(163)
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- trombosis de arteria carotidea: inhibe de forma significante la formacion de
trombo oclusivo, cuando se administra AAS a bajas dosis (4-10 mg/Kg) junto
con heparina, enoxaparina o clopidogrel. Hay que destacar que la
combinacion AAS con clopidogrel o enoxaparina no incrementa el tiempo de
hemorragia a diferencia de la combinacién AAS con heparina *%°.

- Retinopatia diabética: el AAS puede ser beneficioso en retinopatia
diabética a través de su efecto antiplaquetario. Tal posibilidad podria ser
consistente con el hecho que en diabetes humana los vasos retinianos

(166)  Ccomo la dosis

demuestran microtrombos plaquetario-fibrina
antiplaquetaria de AAS es bien tolerada en tratamientos de larga duracion;
esta indicada en pacientes diabéticos para la prevencidon primaria de
enfermedad cardiovascular. En un ensayo clinico *®” se observé que el
agente antiplaquetario ticlopidina reduce la progresion de microaneurismas;
teniendo asi un papel beneficioso en la retinopatia diabética. Sin embargo,
las tienopiridinas —clopidogrel- tienen un pobre resultado en retinopatia

diabética en ratas.

- Peter et al. ®®® encontraron que baja dosis de AAS administrado
preoperatoriamente disminuye la trombosis de anastomosis venosa e

incremento la perfusion de la microcirculacion distal.

Los hallazgos de un estudio ®®® demuestran que la combinacién de terapia
antiplaquetaria lleva un mayor riesgo de sangrado que la monoterapia, pero
falla para estratificar la terapia de acuerdo a la enfermedad o el tipo de
combinacion de agentes. Entre los tres agentes actualmente aprobados para
la prevencion secundaria de ictus, el clopidogrel solo lleva el perfil mas bajo
hemorragico y puede ademas ser mas seguro que el AAS mas dipiridamol
de liberacion prolongada.
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1.4.1 Ficha Técnica @™

Propiedades farmacolégicas
- Propiedades farmacodinamicas
Grupo farmacoterapéutico: NO2BA.

El &cido acetilsalicilico pertenece al grupo de farmacos analgésicos

antipiréticos y antiinflamatorios no esteroideos (AINE).

El efecto analgésico del acido acetilsalicilico se realiza periféricamente a
causa de la inhibicion de la sintesis de las prostaglandinas, lo que impide la
estimulacion de los receptores del dolor por la bradiquinina y otras
sustancias. Asimismo, en el alivio del dolor son posibles efectos centrales
sobre el hipotalamo.

El efecto antipirético parece ser debido a la inhibicion de la sintesis de las
prostaglandinas, aunque los nucleos del hipotalamo tienen un papel

significativo en el control de estos mecanismos periféricos.

El &cido acetilsalicilico inhibe la formacién del tromboxano A2, por la
acetilacion de la ciclooxigenasa de las plaquetas. Este efecto antiagregante
es irreversible durante la vida de las plaguetas.

- Propiedades farmacocinéticas

El acetilsalicilato de lisina se disocia en &cido acetilsalicilico y lisina en el
plasma. El acido acetilsalicilico se absorbe rapidamente y se hidroliza en
acido salicilico. Este se une en gran parte a las proteinas plasmaéticas. A los
guince minutos tras la inyeccion de 1000 mg de acido acetilsalicilico por via
intravenosa, se obtiene una salicilemia de 220 mg/l. Por via intramuscular, a
los quince minutos tras la inyeccion de 1g de acido acetilsalicilico, se obtiene
una salicilemia de 110 mg/l. La eliminacién por la orina aumenta con el pH
urinario. La vida media del acido salicilico es de 3 a 9 horas con la dosis

administrada.
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1.5 Clopidogrel

El hidrogenosulfato de clopidogrel es un inhibidor de la agregacion
plaguetaria. Es un derivado de tienopiridina quimicamente relacionado con

ticlopidina, pero es seis veces mas potente y tiene menos efectos adversos
(171)

El nombre sistémico del clopidogrel es (+)-(S)-methyl 2-(2-chlorophenyl)-2-
(6,7-dihydrothieno[3,2-c]pyridin-5(4H)-y)acetate. Su formula quimica es
C16H16NCIO2S (Figura 6).

CH,
o
H ¢

Figura 6. Estructura del clopidogrel

La patente de clopidogrel fue presentada por primera vez en 1987, y fue
aprobado el clopidogrel en los paises occidentales en 1997 para la
prevencion de accidente cerebrovascular isquémico, infarto de miocardio y
muerte vascular en pacientes con sintomas de aterosclerosis ', En 2002,
después del historico ensayo CURE (clopidogrel in unstable angina recurrent
events), se aprobo6 el uso de clopidogrel, ademéas de la terapia estandar
(incluyendo AAS) para la reduccion de eventos aterotromboéticos en

pacientes con sindromes coronarios agudos.

El clopidogrel pertenece a la familia de las tienopiridinas. Su accion consiste
en inhibir selectiva e irreversiblemente la union inducida por ADP de

fibrinbgeno a las plaquetas causando una reduccion importante en la
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activacion inducida por ADP de complejo de glicoproteinas de membrana
lIb/lla 479,

El clopidogrel es un profarmaco que es metabolizado en el higado por el
sistema del citocromo P-450, que lo transforma en un metabolito activo para
el desarrollo de efectos antiplaquetarios. El metabolito activo de clopidogrel
ha sido finalmente purificado y su estructura quimica ha sido determinada.
Es un tiol reactivo de clopidogrel que se dirigen directamente al receptor
ADP plaquetario P2Y1, “™®. La vida media de este compuesto es de 8 horas;

sin embargo, el efecto sobre las plaquetas dura unos 7 dias.

El clopidogrel se absorbe rapidamente por via oral; excediendo la absorcion
al 96% @Y. El metabolismo es tan extenso que es dificil de detectar el
clopidogrel en la circulacion: el compuesto circulante es el inactivo SR 26334
derivado del &acido carboxilico -metabolito principal- que alcanza la
concentracion plasmatica maxima a una hora de la ingestion . La
eliminaciéon es un 50% renal y un 46% gastrointestinal. La absorcion del
clopidogrel no se ve afectada por los alimentos. A pesar del metabolismo

hepatico, se han visto pequefias interacciones con otros farmacos 7.

Los receptores de ADP también estan presentes en la pared de los vasos.
Las acciones inhibitorias directas observadas en la respuesta contractil de la
serotonina y de los productos de plaguetas activadas (tromboxano) pueden
deberse a la modulacion de receptores ADP en la pared del vaso. Este
receptor puede ser diferente del encontrado en las plaquetas *"®.

Efectos del clopidogrel en diferentes 6rganos:

- A nivel cerebral: Umemura et al. ’” demostraron que el pretratamiento con
clopidogrel (a dosis oral de 3-10 mg/Kg en ratas) reduce significativamente el
tamafio del dafio isquémico inducido por oclusion trombdética de la arteria

cerebral media.
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- El clopidogrel inhibe la formacién de trombo en la trombosis arterial

carotidea en la rata cuando se administra solo: a diferencia del AAS %9,

- Moore and Deschler @"® encontraron un descenso en la trombosis venosa

en ratas con la administracion preoperatoria de clopidogrel de 5mg/kg.

- El clopidogrel, a diferencia del AAS, redujo considerablemente la frecuencia
de oclusion de las arterias coronarias y prolongé el tiempo de reoclusion.
Una dosis de 10 mg/kg de clopidogrel, bien previene completamente o

retrasa notablemente una nueva oclusion 479,

- En el subgrupo de pacientes del estudio CAPRIE (clopidogrel versus AAS
in patients at risk for ischemic events) con enfermedad arterial periférica, la
tasa media de eventos anuales fue 3.71% en el grupo de clopidogrel
comparado con 4.86% en el grupo AAS; con una reduccién relativa del
riesgo del 23.8%. El incremento de efectividad de clopidogrel comparado con
AAS en este estudio podria ser atribuible a su efecto inhibitorio selectivo en
la agregacién plaquetaria inducida por ADP, una via que no es afectada por
la accion del AAS 12,

- Incrementa la tasa de éxito en pacientes que recibieron transferencia de
tejido libre microvascular, al prevenir la trombosis en la anastomosis arterial

microvascular 9.

- Otros efectos beneficiosos del clopidogrel: sobre la funciéon endotelial y la
hipertension ®Y; aumenta la biodisponibilidad de NO endotelial 82,
disminuye los niveles séricos de ligando CD 40, proteina C reactiva, P-
selectina, disminuye la formacion de agregados de plaquetas-leucocitos y

disminuye los eventos proinflamatorios y protromboéticos en seres humanos
(181)

La ticlopidina y el clopidogrel parecen ser muy similares en términos de su
eficacia y su seguridad, excepto que la ticlopidina se asocia con mas

erupciones cutaneas y diarrea y con un riesgo de purpura trombdtica
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trombocitopénica y de aplasia de médula 6sea lo cual hace del clopidogrel la

tienopiridina de eleccién en términos de seguridad 8.

Se ha demostrado que la terapia a largo plazo con clopidogrel es mas
efectiva que dosis media de AAS en reducir el infarto de miocardio, derrame
cerebral o la muerte vascular, mientras que el perfil de seguridad es similar
al del AAS "2 Debido a su efecto antiagregante y anticoagulante, el
clopidogrel puede ser un prometedor agente antitrombético 84

Estudios clinicos dentro del espectro del sindrome coronario agudo:

- Estudio CURE (clopidogrel in unstable angina recurrent events). La variable
combinada fue muerte cardiovascular, infarto de miocardio no fatal y
derrame cerebral. Esta variable ocurrio en un 11.4% de los pacientes
tratados con placebo y en un 9.3% de los pacientes tratados con clopidogrel,
con una reduccion del riesgo relativo del 20%. En los pacientes que
recibieron cirugia de bypass arterial coronario, el sangrado fue
significativamente mayor si el clopidogrel no se interrumpié cinco dia o mas
antes de la cirugia. En el estudio CURE, solo el 4% de los centros
participantes rutinariamente, incluia inhibidores de la glucoproteina lib/llla y
procedimientos de intervencién temprana. Asi este estudio pudo demostrar

un claro papel para el clopidogrel en el grupo definido de alto riesgo 8.

- Estudio CREDO (clopidogrel for the reduction of events during observation).
Se realiz6 en pacientes con enfermedad coronaria programados para
intervencionismo percutaneo. Dentro del estudio CREDO, analizando el
subgrupo de pacientes con enfermedad vascular extracoronaria (enfermedad
arterial oclusiva periférica o cerebrovascular), se observé una reduccion en
la incidencia de episodios cardiovasculares mayores del 19,6 hasta el 9,2%
en los pacientes tratados con terapia antiagregante dual, respecto al uso
sélo de aspirina (p=0,02, reduccién absoluta de riesgo del 10,4%) *8®.

- PLUTO-CHF (the plavix use for treatment of congestive heart failure) trial:
El tratamiento con clopidogrel y AAS durante un mes proporciona
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significativamente mayor inhibiciébn de la actividad plaquetaria que el AAS
s6lo en pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva (ICC). Los pacientes
con ICC con la actividad de las plaquetas aumentada representan una
poblacion potencial diana en la cual la adicién de clopidogrel puede disminuir
indices de mortalidad al reducir la incidencia de acontecimientos trombdéticos

vasculares &7,
Estudios clinicos con clopidogrel en enfermedad arterial oclusiva (EAO) *8®:

- Estudio CAPRIE (clopidogrel versus AAS in patients at risk for ischemic
events). Demostrd que el clopidogrel tenia un efecto mas beneficioso en los
6.452 pacientes incluidos con EAO de miembros inferiores, con una
disminucién del riesgo relativo de estos episodios del 23,8% (p=0,0028)
frente al AAS.

El clopidogrel proporciona una reduccion relativa del riesgo adicional del
8,7% sobre la reduccion del 25% aceptada para ser proporcionada por el
AAS. La eficacia resultante del estudio CAPRIE es consistente con los
hallazgos previos con ticlopidina e indican que las tienopiridinas tienen
mayor beneficio que el acido acetilsalicilico en pacientes con enfermedad
aterotrombodtica, confirmando la importancia de la via ADP, comparada con

la via de tromboxano, en esta enfermedad ¢7?.

- Estudio CASPAR (clopidogrel and acetyl-salicylic acid in bypass surgery
por peripheral arterial disease): el tratamiento con terapia dual resultd en

mas sangrados que la monoterapia (p< 0,001).

- Estudio CHARISMA (Clopidogrel for High Atherothrombotic Risk and
Ischemic Stabilization, Management, and Avoidance): la aparicion de
episodios cardiovasculares en el seguimiento fue mas frecuente entre los
pacientes incluidos por EAO de miembros inferiores (p= 0,002) cuando se
compararon frente a los incluidos por enfermedad coronaria, cerebrovascular

o por multiples factores de riesgo.
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Se han propuesto muchos factores para explicar la variabilidad individual en
la respuesta a los agentes antiplaquetarios; entre los que se incluyen:
administracion de dosis bajas del medicamentos, alteraciones en la
absorcidn intestinal, incremento en la produccién de plaquetas, los diferentes
tests de evaluacion de laboratorio, el abuso de tabaco, polimorfismos ligados
a mutaciones genéticas ) aumento del indice de masa corporal,
hemoglobina glicosilada, los valores del péptido C y el factor de von
Willebrand 89, pacientes tratados con altas dosis de bloqueadores de los
canales de calcio e inhibidores de la enzima de conversién . En el
momento actual no hay un consenso aceptado acerca de como manejar esta
situacion de “resistencia” a clopidogrel. Una opcion valida puede ser la de

incrementar las dosis, tanto de carga como de mantenimiento.
1.5.1 Ficha Técnica %

Propiedades farmacoldgicas
- Propiedades farmacodinamicas

Grupo farmacoterapéutico: inhibidores de la agregacion plaquetaria, excluida
la heparina, Codigo ATC: BO1AC/04.

Clopidogrel es un profarmaco, uno de cuyos metabolitos es un inhibidor de la
agregacion plaquetaria. Clopidogrel debe metabolizarse por las enzimas
CYP450 para producir el metabolito activo que inhibe la agregacion
plaquetaria. EI metabolito activo de clopidogrel inhibe selectivamente la
union del adenosin-difosfato (ADP) a su receptor plaquetario P2Y12 y la
activacion posterior del complejo GPIIb-llla mediada por ADP, inhibiendo de
esta forma la agregacion plaquetaria. Debido a la unién irreversible, las
plaguetas expuestas se ven afectadas durante el resto de su vida (7-10 dias
aproximadamente) y la recuperacion de la funcién plaquetaria normal se
produce a una velocidad que depende del grado de renovacion de las

plaquetas. La agregacion plaquetaria inducida por otros agonistas diferentes
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del ADP también se ve inhibida por el bloqueo de la amplificacion de la

activacion plaguetaria por el ADP liberado.

Debido a que el metabolito activo se forma por la accion de las enzimas del
CYP450, algunas de las cuales son polimérficas o estan sujetas a inhibicion
por otros farmacos, no todos los pacientes mostraran una inhibicién de

plaguetas adecuada.

La administraciéon de dosis repetidas de clopidogrel 75 mg/dia produce,
desde el primer dia, una inhibicion considerable de la agregacion plaquetaria
inducida por ADP; ésta aumenta progresivamente y alcanza el estado
estacionario entre el dia 3 y el dia 7. En el estado estacionario, el nivel
medio de inhibiciébn observado con una dosis de 75 mg/dia esta entre el 40%
y 60%. En general, la agregacion plaquetaria y el tiempo de sangria vuelven
gradualmente a los valores basales en los 5 dias posteriores a la suspension

del tratamiento.

Se ha evaluado la seguridad y eficacia de clopidogrel en 4 ensayos clinicos
doble ciego en los que se incluyeron mas de 80.000 pacientes: en el ensayo
CAPRIE se comparaba clopidogrel frente a AAS, y en los ensayos CURE,
CLARITY y COMMIT, se comparaba clopidogrel frente a placebo. En todos
ellos, ambos medicamentos se administraban en combinacion con AAS y

otros tratamientos estandar.

Infarto agudo de miocardio reciente (IAM), ictus reciente o enfermedad

arterial periférica establecida.

El ensayo CAPRIE incluyd0 19.185 pacientes con aterotrombosis,
manifestada por IAM reciente (<35 dias), ictus isquémico (entre 7 dias y 6
meses) o enfermedad arterial periférica establecida (EAP). Los pacientes
fueron distribuidos aleatoriamente a recibir clopidogrel 75 mg/dia o AAS 325
mg/dia, y el seguimiento fue de entre 1 y 3 afios. En el subgrupo con 1AM, la
mayoria de pacientes recibieron AAS durante los primeros dias post-infarto.

Clopidogrel redujo significativamente la incidencia de nuevos eventos
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isquémicos en comparacion con AAS (variable principal combinada de |IAM,
ictus isquémico y muerte vascular). En el analisis por intencién de tratar, se
observaron 939 eventos con clopidogrel y 1.020 con AAS (reduccion del
riesgo relativo (RRR) 8.7% [IC 95%: 0,2 a 16,4]; p=0.045), que corresponde,
por cada 1.000 pacientes tratados durante 2 afos, a 10 [IC: 0 a 20]
pacientes adicionales en los que se evita la aparicion de un nuevo evento
isquémico. El analisis de la mortalidad total como variable secundaria no
mostré6 ninguna diferencia significativa entre clopidogrel (5,8%) y AAS
(6,0%).

En un andlisis de subgrupos en funcién de los criterios de inclusion (1AM,
ictus isquémico y EAP) el beneficio parecia superior (alcanzando
significacién estadistica con una p=0,003) en los pacientes incluidos en el
ensayo que presentaban enfermedad arterial periférica (especialmente en
aquellos que también tenian historia de IAM) (RRR=23,7%; IC: 8,9 a 36,2) y
menor (sin diferencias significativas respecto a AAS) en los pacientes con
infarto cerebral (RRR=7.3%; IC: -5,7 a 18,7 [p=0,258]). En los pacientes que
fueron incluidos en el ensayo por haber sufrido inicamente un IAM reciente,
clopidogrel fue numéricamente inferior pero no estadisticamente diferente a
AAS (RRR= - 4,0%; IC: - 22,5 a 11,7 [p=0,639]). Ademas, un andlisis de
subgrupos por edad sugiri6 que el beneficio de clopidogrel en pacientes
mayores de 75 afos fue inferior al observado en pacientes < 75 anos. Dado
que el ensayo CAPRIE no fue disefiado para calcular la eficacia en
subgrupos individuales, no estd claro si las diferencias en términos de
reduccion del riesgo relativo entre los diferentes grupos son reales, 0 si son

resultado del azar.
Sindrome coronario agudo.

El ensayo CURE incluy6 12.562 pacientes con sindrome coronario agudo sin
elevacion del segmento ST (angina inestable o infarto de miocardio sin onda-
Q), y que presentaban dentro de las 24 horas siguientes al inicio del cuadro

una angina de pecho o sintomas de isquémica. Era necesario que los
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pacientes presentaran cambios en el ECG compatibles con nuevos cuadros
de isquemia o enzimas cardiacos elevados o niveles de troponina |l 6 T de al
menos dos veces el limite superior normal. Los pacientes fueros
aleatorizados a tratamiento con clopidogrel (dosis de carga de 300 mg
seguida de 75 mg/dia N= 6.259) o placebo (N= 6.303), ambos administrados
en combinacion con AAS (75-325 mg una vez al dia) y otros tratamientos
estandar. Los pacientes fueron tratados durante un periodo de hasta un afo.
En el ensayo CURE, 823 pacientes (6,6%) recibieron tratamiento
concomitante con antagonistas del receptor de la GPllb/llla. Se
administraron heparinas a mas del 90% de los pacientes y la incidencia
relativa de hemorragia entre clopidogrel y placebo no se vio afectada

significativamente por el tratamiento concomitante con heparinas.

El ndmero de pacientes que cumplié la variable principal [muerte de origen
cardiovascular (CV), IAM o ictus] fue de 582 (9,3%) en el grupo tratado con
clopidogrel y de 719 (11,4%) en el grupo tratado con placebo, con una RRR
del 20% (IC 95% de 10-28%; p= 0,00009) para el grupo tratado con
clopidogrel (RRR del 17% cuando los pacientes fueron tratados de forma
conservadora, del 29% cuando estos fueron sometidos a angioplastia
coronaria transluminal percutanea (ACTP) con o sin stent y de un 10%
cuando fueron sometidos a cirugia de by-pass coronario (CABG). Se
previnieron nuevos eventos cardiovasculares (variable principal), con
reducciones del riesgo relativo del 22% (IC: 8,6; 33,4); 32% (IC: 12,8; 46,4);
4% (IC: -26,9; 26,7); 6% (IC: -33,5; 34,3) y 14% (IC: -31,6; 44,2) durante los
intervalos del ensayo 0-1, 1-3, 3-6, 6-9, 9-12 meses, respectivamente. Por
tanto, después de 3 meses de tratamiento, el beneficio observado en el
grupo clopidogrel + AAS no se aumenté mucho mas, mientras que persistio

el riesgo de hemorragia.

La utilizacion del clopidogrel en el ensayo CURE se asocid a una
disminuciéon de la necesidad de tratamiento trombolitico (RRR= 43,3%; IC:
24,3%; 57.5%) y de inhibidores de la GPIlIb/llla (RRR= 18,2%; IC: 6,5%;
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28,3%). El numero de pacientes que experimenté la covariable principal
(muerte CV, IAM, ictus o isquemia refractaria) fue de 1.035 (16,5%) en el
grupo tratado con clopidogrel y de 1.187 (18,8%) en el grupo tratado con
placebo, con una RRR del 14% (IC 95% de 6-21%, p= 0,0005) para el grupo
tratado con clopidogrel. Este beneficio fue debido principalmente a la
reduccion estadisticamente significativa de la incidencia de 1AM [287 (4,6%
en el grupo tratado con clopidogrel y 363 (5,8%) en el grupo tratado con
placebo]. No se observd ningun efecto sobre la tasa de rehospitalizacion por
angina inestable.

Los resultados obtenidos en poblaciones con distintas caracteristicas (ej.:
angina inestable o infarto de miocardio sin onda-Q, niveles de riesgo bajos y
altos, diabetes, necesidad de revascularizacién, edad, sexo, etc.) fueron
consistentes con los resultados del andlisis principal. En particular, en un
andlisis posthoc realizado en 2.172 pacientes (17% del total de la poblacion
del CURE) sometidos a la colocacion de un stent (Stent-CURE), los datos
demostraron que clopidogrel comparado con placebo, conseguia una RRR
significativa de 26,2% a favor de clopidogrel para la covariable principal
(muerte CV, IAM, ictus) y también una RRR significativa de 23,9% para la
segunda covariable principal (muerte CV, 1AM, ictus o isquemia refractaria).
Ademas, el perfil de seguridad de clopidogrel en este subgrupo de pacientes
se mantuvo. Asimismo, los resultados de este subgrupo se encuentran en

linea con los resultados generales de los ensayos.

Los beneficios observados con clopidogrel fueron independientes de otros
tratamientos cardiovasculares tanto a nivel agudo como a largo plazo
(heparina/HBPM, inhibidores  GPIlIb/llla, farmacos hipolipemiantes,
betabloqueantes e IECAs). La eficacia de clopidogrel se observd

independientemente de la dosis de AAS utilizada (75-325 mg una vez al dia).

Se ha evaluado la eficacia y seguridad de clopidogrel, en pacientes con IAM
con elevacion del segmento ST en 2 ensayos doble ciego, controlados con
placebo y aleatorizados: CLARITY y COMMIT.
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El ensayo CLARITY incluyé 3.491 pacientes que presentaron un IAM con
elevacion del segmento ST de menos de 12 horas de evolucion que
recibieron terapia trombolitica. Los pacientes recibieron clopidogrel (dosis de
carga de 300 mg, seguida de 75mg/dia, n=1.752) o placebo (n=1.739),
ambos en combinacion con AAS (150 a 325 mg como dosis de carga,
seguida de 75 a 162 mg/dia), un agente fibrinolitico y cuando fue preciso,
heparina. Se realizé un seguimiento de los pacientes durante 30 dias. La
variable principal de eficacia fue la compuesta por la oclusién de la arteria
relacionada con el infarto en el angiograma realizado antes del alta
hospitalaria, 0 muerte o IAM recurrente antes de la angiografia coronaria.
Para los pacientes que no se sometieron a angiografia, la variable principal
fue la compuesta por muerte o IAM recurrente, en el Dia 8 o al alta
hospitalaria. La poblaciéon incluyé un 19,7% de mujeres y un 29,2% de
pacientes > 65 afios. Un total de 99,7% de los pacientes recibieron
fibrinoliticos (fibrino especificos: 68,7%, no fibrino especificos: 31,1%), un
89,5% heparina, un 78,7% betabloqueantes, un 54,7% inhibidores de la ECA
y un 63% estatinas. El 15,0% de los pacientes en el grupo de clopidogrel y el
21,7% en el grupo placebo alcanzaron la variable principal lo que representa
una reduccién absoluta del 6,7% y una reduccion de la probabilidad del 36%
a favor de clopidogrel (95% Cl: 24,47%; p< 0,001), relacionado
principalmente con una reduccion de la oclusién de la arteria relacionada con
el infarto. Este beneficio fue consistente entre todos los subgrupos
preespecificados incluyendo los de edad y raza, localizacion del infarto y tipo

de fibrinolitico o heparina utilizados.

El ensayo COMMIT de disefio factorial 2x2 incluyé 45.852 pacientes que
presentaron en el plazo de 24 horas el comienzo de los sintomas, un posible
IAM confirmado por alteraciones del ECG (elevacion ST, depresion ST o
bloqueo de la rama izquierda). Los pacientes recibieron clopidogrel (75
mg/dia, n=22.961) o placebo (n=22.891), en combinacién con AAS (162

mg/dia), durante 28 dias o hasta el alta hospitalaria.
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Las covariables principales de eficacia fueron muerte por cualquier causa y
la primera aparicion de reinfarto, ictus o muerte. La poblacién incluyo un
27,8% de mujeres, un 58,4% pacientes > 60 afios (26%> 70 afios) y un

54,5% de pacientes que recibieron fibrinoliticos.

Clopidogrel redujo significativamente el riesgo relativo de muerte por
cualquier causa en un 7% (p=0,029), y el riesgo relativo de la combinacién
de re-infarto, ictus o muerte en un 9% (p=0,002) que representa una
reduccion absoluta del 0,5% y 0,9%, respectivamente. Este beneficio fue
consistente con la edad, raza, con y sin fibrinolitico, y se observo antes de
24 horas.

- Propiedades farmacocinéticas
Absorcion

Clopidogrel se absorbe rapidamente tras la administracion de dosis orales
repetidas de 75 mg/dia. Las concentraciones plasmaticas medias del
clopidogrel inalterado (aproximadamente 2,2-2,5 ng/ml después de una dosis
oral Unica de 75 mg) se producen transcurridos unos 45 minutos después de
su administracion. La absorcion es al menos del 50% calculada en funcion

de la excrecion urinaria de los metabolitos de clopidogrel.
Distribucion

In vitro Clopidogrel y su principal metabolito (inactivo) circulante, se unen de
forma reversible a proteinas plasmaticas humanas (98 y 94%,
respectivamente). In vitro, la unién es no saturable para un amplio rango de

concentraciones.
Metabolismo

Clopidogrel es ampliamente metabolizado en el higado. In vitro e in vivo,
clopidogrel se metaboliza mediante dos principales rutas: una mediada por

esterasas y produciendo la hidrdlisis a su derivado inactivo carboxilico (que
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representa el 85% de los metabolitos circulantes), y una mediada por
multiples citocromos P450. Clopidogrel se metaboliza primero al metabolito
intermedio 2oxoclopidogrel. La posterior transformacion del metabolito
intermedio 2-oxo-clopidogrel produce la formacion del metabolito activo, un
derivado tiol del clopidogrel. In vitro, esta ruta metabodlica esta mediada por
CYP3A4, CYP2C19, CYP1A2 y CYP2B6. El metabolito tiol activo, que ha
sido aislado in vitro, se une rapidamente y de forma irreversible a los

receptores plaquetarios, inhibiendo entonces la agregacion plaquetaria.
Eliminacion

Tras una dosis oral de clopidogrel marcado con 14C en humanos,
aproximadamente el 50% se excreta por orina y aproximadamente el 46%
por via fecal en las 120 horas siguientes a la administracion. Después de
una dosis oral Unica de 75 mg, clopidogrel presenta una semivida de
aproximadamente 6 horas. La semivida de eliminaciéon del metabolito
circulante principal (inactivo) es 8 horas tras administracion de dosis Unicas y

repetidas.
Farmacogenética

Diversas enzimas polimorficas CYP450 activan al clopidogrel. CYP2C19
esta involucrada en la formacion de ambos metabolitos y del metabolito
intermedio  2-oxo-clopidogrel. La farmacocinética y los efectos
antiagregantes del metabolito activo de clopidogrel, medidos mediante
ensayos de agregacion plaquetaria, difieren conforme al genotipo CYP2C109.
El alelo CYP2C19*1 corresponde al metabolismo funcional completo
mientras que los alelos CYP2C19*2 y CYP2C19*3 corresponden al
metabolismo reducido. Los alelos CYP2C19*2 y CYP2C19*3 explican el 85%
de la funcion alélica reducida en blancos y el 99% en asiaticos. Otros alelos
asociados con metabolismo reducido incluyen CYP2C19*4, *5, *6, *7 y *8,

pero estos son menos frecuentes en la poblacion general. Las frecuencias
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publicadas para los fenotipos y genotipos CYP2C19 mé&s comunes se

incluyen en la siguiente tabla (tabla 3).

Tabla 3. Frecuencia del genotipo y fenotipo CYP2C19

Blancos Negros Chinos
(n=1356) (n=966) (n=573)

Metabolismo extensivo 74 66 38
CYP2C19*1/*1
Metabolismo intermedio 26 29 50

CYP2C19*1/*2 6 *1/*3

Metabolismo pobre
CYP2C19*2/*2,*2/*3 6 *3/*3

Hasta la fecha el impacto del genotipo CYP2C19 sobre la farmacocinética
del metabolito activo de clopidogrel ha sido evaluado en 227 sujetos de 7
estudios notificados. EI metabolismo reducido del CYP2C19 en
metabolizadores pobres e intermedios disminuye Cmax y AUC del
metabolito activo en un 30-50% después de una dosis de carga de 300 o
600 mg y de una dosis de mantenimiento de 75 mg. La menor exposicion al
metabolito activo da lugar a una menor inhibicion plaguetaria o a una mayor
reactividad plaquetaria residual. Hasta la fecha las respuestas
antiagregantes disminuidas a clopidogrel han sido descritas para
metabolizadores intermedios y pobres en 21 estudios realizados en 4.520
sujetos. La diferencia relativa en la respuesta antiagregante entre los grupos
de genotipos varia en los estudios dependiendo del método utilizado para
evaluar la respuesta pero normalmente es mayor del 30%. La asociacion del
genotipo CYP2C19 y los resultados del tratamiento con clopidogrel se
evaluaron en 2 analisis de ensayos clinicos post hoc (subestudios del
CLARITY [n=465] y del TRITON-TIMI 38 [n=1.477]) y 5 estudios de cohorte
(n total=6.489). En el CLARITY y uno de los estudios de cohorte (n=765;
Trenk), la tasa de eventos cardiovasculares no difiere significativamente en

funcién del genotipo. En el TRITON-TIMI 38 y 3 de los estudios de cohorte
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(n=3.516; Collet, Sibbing, Giusti), los pacientes con estatus de metabolizador
disminuido (intermedio y pobre combinados) tuvo una tasa mayor de eventos
cardiovasculares (muerte, infarto de miocardio e ictus) o trombosis del stent
que los metabolizadores extensivos. En el quinto estudio de cohorte
(n=2.200; Simon), la tasa de incremento de eventos se observd sélo en los
metabolizadores pobres. Los analisis farmacogenéticos pueden identificar
genotipos asociados con la variabilidad de la actividad del CYP2C19. Puede
haber variables genéticas de otras enzimas CYP450 con efectos sobre la

capacidad de formar el metabolito de clopidogrel.
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2. Hipotesis de trabajo

En el apartado anterior se ha expuesto que la isquemia-reperfusion intestinal
produce lesiones tanto a nivel intestinal como en 6rganos a distancia y tanto
durante la fase de isquemia como durante la fase de reperfusion; siendo mas
graves las lesiones producidas en el periodo de reperfusion, puesto que las
alteraciones que aparecen tras la isquemia se acentlan cuando se introduce

oxigeno a los tejidos.

Se han utilizado una gran variedad de sustancias para paliar o aminorar las
lesiones producidas por la isquemia-reperfusion intestinal. En la bibliografia

consultada dichos estudios se basan en la profilaxis y no el tratamiento %%

105,106,112)

Nuestra hipotesis de trabajo plantea un estudio experimental de tratamiento
de la isquemia mesentérica aguda. Para ellos hemos utilizado dos farmacos
(AAS vy clopidogrel), que en funcién de sus propiedades farmacocinéticas
seria factible esperar que disminuyeran las lesiones de la mucosa intestinal

tanto en fase de isquemia como en fase de reperfusion.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo principal

El objetivo principal consistira en la valoracion del teérico efecto protector del
acido acetilsalicilico y del clopidogrel sobre el intestino delgado, en un

modelo experimental de isquemia-reperfusion intestinal.

3.2 Objetivos especificos

1. Estudiar las alteraciones histolégicas morfométricas (altura y
anchura de la vellosidad, grosor total de la pared intestinal,
profundidad de las criptas, dafio histolégico de la mucosa) de la pared
intestinal tras el desarrollo de un modelo de isquemia-reperfusion
intestinal.

2. Valorar las alteraciones histolégicas morfométricas de la pared
intestinal (altura y anchura de la vellosidad, grosor total de la pared,
profundidad de las criptas, dafio histolégico de la mucosa) tras el
desarrollo de un modelo de isquemia-reperfusion intestinal en sujetos
tratados con &cido acetilsalicilico (Inyesprin®) por via intragastrica,
para diferentes tiempos de reperfusion.

3. Valorar las alteraciones histolégicas morfométricas de la pared
intestinal (altura y anchura de la vellosidad, grosor total de la pared,
profundidad de las criptas, dafio histologico de la mucosa) tras el
desarrollo de un modelo de isquemia-reperfusion en sujetos tratados

con clopidogrel por via oral, para diferentes tiempos de reperfusion.
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4. Material y métodos

4.1 Animales

Cuarenta y una ratas de la raza Wistar (clase Mammalia, subclase Theria,
infraclase Eutheria, orden Rodentia, suborden Myomorpha, superfamilia
Muroidea, familia Muridae, subfamilia Murinal, género Rattus, especie
Novergicus) adultas machos, con peso entre 179.1 y 293 gramos han sido
utilizados para este estudio. Las ratas fueron estabuladas en grupos de
cinco o seis, sometidas a ciclos circadianos de luz-oscuridad (12h:12h),
temperatura 22°C, humedad 65%, con alimento y agua ad libitum. En todo
momento se ha respetado la normativa vigente respecto a la

experimentacién animal.

Las ratas han sido distribuidas de forma aleatoria en cuatro grandes grupos.
Un grupo denominado A, al que se le practicaba isquemia intestinal sin
aplicar farmaco alguno. Un grupo denominado B, tratado con el farmaco
Inyesprin®. Un grupo denominado C, tratado con clopidogrel y un grupo
control denominado D, al que se le realiza laparotomia media y movilizacién
de la arteria mesentérica superior y vena porta sin clampaje. Los tres
primeros grupos se subdividen en dos grupos, de seis animales cada uno,

en funcion del tiempo de reperfusion:

Grupo Al: No aplicacion de farmaco, isquemia de 60 minutos, y sin

reperfusion tras el tiempo de isquemia.

Grupo A2: No aplicacion de farmaco, isquemia de 60 minutos, y reperfusion
de 24 horas.

Grupo B1: Tratamiento con Inyesprin®, isquemia de 60 minutos, y sin

reperfusion.

Grupo B2: Tratamiento con Inyesprin®, isquemia de 60 minutos, y
reperfusion de 24 horas.
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Grupo C1: Tratamiento con clopidogrel, isquemia de 60 minutos, y sin

reperfusion.

Grupo C2: Tratamiento con clopidogrel, isquemia de 60 minutos, y

reperfusion de 24 horas.

Grupo D: Grupo control (laparotomia sin crear la lesion intestinal por

isquemia-reperfusion), cierre y reperfusion de 24 horas.

Tras los 60 minutos de isquemia a todos aquellos grupos a los que no se les
practica reperfusion se les sacrifica (grupos Al, B1, C1). A los grupos a los
que se les realiza reperfusion de 24 horas; se les sacrificio tras este periodo
de reperfusion y una vez obtenidas las muestras para el posterior estudio
(grupos A2, B2, C2,D).

Tabla 4. Clasificacion de los grupos de animales

Ninguno 60 minutos No
Ninguno 60 minutos 24 horas

Inyesprin® 60 minutos No
Inyesprin® 60 minutos 24 horas

Clopidogrel 60 minutos No
Clopidogrel 60 minutos 24 horas
Grupo control 24 horas
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4.2 Protocolo experimental

4.2.1 Técnica anestésica

Los animales fueron anestesiados con clorhidrato de ketamina (Ketolar®). La
dosis inicial, administrada por via intraperitoneal, fue de 60 mg/Kg. Esta
dosis se repetia de forma periddica, aplicada por la misma via para
mantener al animal anestesiado en todo momento. La ketamina a estas
dosis no inhibe el reflejo cardio-respiratorio, por lo que todos los animales

mantuvieron la respiracién espontanea durante la intervencion.

4.2.2 Técnica quirurgica

A. Preparacion y colocacion del animal

Una vez que los animales estan anestesiados, se procede a rasurar la piel
de la zona abdominal y a prepara dicha zona con solucién iodada. Se
inmoviliza a los animales en posicion de decubito supino mediante la

sujecion de las cuatro extremidades.
B. Practica de isquemia intestinal

Se realiza una laparotomia media y se accede de esta forma a la cavidad
abdominal. Se retrae el intestino delgado hacia la derecha para
posteriormente acceder a la disecciéon de la arteria mesentérica superior. El
intestino delgado se cubre con gasas himedas. Una vez que se ha disecado
la arteria mesentérica superior, se coloca en la raiz de dicha arteria un clamp
atraumatico para provocar la isquemia intestinal. El tiempo de isquemia para

los grupos A, By C fue de 60 minutos.
C. Aplicacion de farmacos

Tras realizar la isquemia intestinal, se administra la sustancia
correspondiente a cada grupo. Al grupo B se le administra Inyesprin®, 20
mg/Kg. Al grupo C se le administra Clopidogrel 0.77mg/Kg.
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La presentacién farmacolégica del Inyesprin® es solucién que se disuelve
con suero fisiolégico y se administra via intragastrica. ElI Clopidogrel se
presenta en comprimidos, por lo que se machaca y posteriormente se
disuelve en suero fisiologico y se administra via oral con la ayuda de una

sonda.

Tabla 5. Dosis de los farmacos utilizados

20 mg/Kg 50 ml suero fisiologico

0.77 mg/Kg 10 ml suero fisiolégico

D. Reperfusion

Una vez transcurridos los 60 minutos de isquemia se retira el clamp

atraumético observandose el perfecto restablecimiento del flujo arterial.

Se cierra la laparotomia media en dos planos con poliglactina 3/00 (Vicryl®) y

sutura intradérmica reabsorbible en la piel con el mismo material.
E. Extraccion de muestras
Dependiendo de los diferentes grupos, se procede de la siguiente manera:

A los grupos Al, B1 y C1, tras los 60 minutos de isquemia, se toman las
muestras de intestino delgado a nivel de yeyuno y de ileon. Posteriormente
se cierra la laparotomia y se sacrifica a los animales mediante dislocacién

cervical.

A los grupos A2, B2 y C2 se les introduce en su jaula inicial provista de
alimento y agua. A las 24 horas, se realiza nueva laparotomia siguiendo la
misma técnica anestésica descrita anteriormente y se procede a la toma de
muestras de intestino delgado. A continuacion se cierra la laparotomia y se

sacrifica a los animales mediante dislocacion cervical.
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El segmento de yeyuno se obtiene de la zona correspondiente a unos 10 cm
del angulo de Treitz. EI segmento de ileon se coge a unos 10 cm de la

valvula ileocecal. De ambos segmentos intestinales se reseca un centimetro.

En el grupo D se procedi6 a la extraccion de las muestras tras 24 horas de

reperfusion de la forma previamente explicada.

Todas las muestras se introducen en formol para su posterior

procesamiento.

4.3 Estudio histopatolégico

4.3.1 Preparacion de muestras histoldgicas

Las muestras de yeyuno e ileon extraidas se limpian de restos de
mesenterio y se lavo la luz intestinal con suero fisiolégico sin presion. A
continuacion, se introducen los segmentos intestinales en formol para su

posterior procesamiento.

4.3.2 Fijacion
Se procede a la inmersién inmediata en una solucién fijadora de formol al
10%, sobre un recipiente de cristal oscuro. La relacion de volumen entre el

liquido fijador y la pieza es de 20:1, relacidbn minima para combatir la pérdida
de solucién fijadora.

4.3.3 Lavado

Transcurrido el tiempo de fijacién de las piezas, que es de 24 horas, se lava

con agua destilada durante dos horas para eliminar el exceso de fijador.

4.3.4 Deshidratacion
Se sumergen las piezas en alcohol etilico a concentraciones crecientes,

sustituyendo toda el agua del tejido por alcohol.

El proceso fue el siguiente (Tabla 6).
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Tabla 6. Deshidratacion de las muestras

Alcohol al 70% | 2 horas
Alcohol al 70% Il 2 horas
Alcohol al 96% I 1 hora
Alcohol al 96% I 1 hora
Alcohol al 100% I 1 hora
Alcohol al 100% I 1 hora
Benzoato de metilo | 2 horas
Benzoato de metilo Il 2 horas
Benzoato de metilo Il 3 horas
Benzol | 15 minutos
Benzol Il 15 minutos

4.3.5 Inclusion en parafina

Una vez extraidas las piezas del benzol, se sumergieron durante 30 minutos

en una mezcla a partes iguales de benzol y parafina blanda.

Posteriormente se pasaron por diferentes tipos de parafinas blandas y duras,
hasta que es sustituido totalmente el benzol y la parafina penetra en los
tejidos e impregna todas las estructuras.

Los pasos por los diferentes tipos de parafina se realizan en estufa de
temperatura diferente dependiendo de si se trata de parafina blanda (51-
53°C), o de parafina dura (57-60°C). El proceso dura 24 horas.

4.3.6 Formacion de bloques y montaje en portaobjetos

Para obtener una parafina adecuada para ser seccionada es preciso
efectuar el quemado de la misma, hasta que adquiere un color pardo-
amarillento, con lo cual esta dispuesta para ser utilizada en la formacion de

bloques.
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La parafina se deposita en unos moldes metalicos especiales donde
posteriormente son depositados los fragmentos intestinales objeto de

estudio.

Una vez enfriada la parafina, los bloques estan preparados para el corte al
microtomo. Se obtuvieron cortes seriados de un espesor de 6 micras que
han sido adheridos al portaobjetos, adecuadamente preparado con
albumina, con el fin de facilitar la adherencia a las muestras. Los
portaobjetos fueron desengrasados mediante inmersion alcohol-éter. Por
altimo, se introducen en una estufa a 37°C durante 24 horas con el objeto
que la albumina se coagulara y se produzca una buena adherencia de los

cortes al portaobjetos.

4.3.7 Desparafinacion de los cortes

Los portaobjetos son sometidos a inmersion en xilol y luego en alcoholes de
concentracion creciente. La secuencia que se empleo fue la siguiente (tabla
7):

Tabla 7. Desparafinacion de los cortes

Xilol | 10 minutos

Xilol 1l 10 minutos
Etilico al 100% | 2 minutos
Etilico al 100% Il 2 minutos
Etilico al 96% 2 minutos

Etilico al 80% 2 minutos

4.3.8 Tincion con hematoxilina eosina

Los colorantes utilizados fueron hematoxilina de Harris y eosina amatrillenta.

La pauta utilizada es la siguiente:
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Se sumergieron las preparaciones, previamente desparafinadas, en

hematoxilina durante 7 minutos.
A continuacion se lavaron los cortes en agua destilada (pH neutro).

Diferenciaciéon en alcohol clorhidrico durante 10 segundos, al objeto de

eliminar el exceso de colorante.

Se sumergieron los portaobjetos en agua corriente (pH alcalino) durante 24

horas.

Se depositaron durante 10 minutos en agua oxigenada para eliminar el agua

corriente.
Se sumergieron en eosina durante 1 minuto.

Por dltimo, se depositaron los portaobjetos en agua destilada durante 10

minutos.

4.3.9 Aclaramiento y montaje

Terminado el proceso de coloracion, los cortes pasan por bafios sucesivos
de alcohol de concentraciones crecientes, terminando en alcohol absoluto.

A continuacién, los portaobjetos se pasaron por bafios de xilol para eliminar
el alcohol y lograr la méaxima transparencia de los cortes. La pauta que se

siguié fue la siguiente (tabla 8):

Tabla 8. Aclaramiento de las muestras

Etilico al 80% 5 minutos
Etilico al 96% 5 minutos
Etilico al 100% | 5 minutos
Etilico al 100% Il 5 minutos
Xilol | 5 minutos

Xilol Il 5 minutos
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Una vez aclaradas las preparaciones, se depositd sobre los cortes

pegamento Eukitt® colocando encima el cubreobijetos.

La valoracion histologica se realizdé en un microscopio optico.
4.3.10 Morfometria

Las preparaciones histologicas fueron analizadas mediante un sistema
informatico morfométrico (Nikon DS Camera Control Unit DS-L2), que consta
de un microscopio 6ptico convencional al que va acoplado un sistema Optico
e informatico que permite la proyeccion de la imagen del microscopio (Nikon
Alphaphot-2 YS2) sobre una pantalla de ordenador de alta resolucion.
Asimismo, tiene un lapiz Optico que permite la medicion de los distintos

parametros de la imagen de la pantalla.

Las preparaciones fueron examinadas a 10 aumentos. De cada una de ellas
se eligié el corte que estuviese mas libre de artefactos, realizandose todas
las mediciones sobre el campo elegido. Para cada uno de los parametros se

realizaron tres mediciones por preparacion.

Los parametros que se midieron fueron los siguientes (figura 7):

Figura 7. Parametros morfométricos medidos en cada preparacion
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1. Altura de la vellosidad.

Se midi6é desde la punta de la misma hasta su base, considerando como tal,

la zona donde se inician las criptas.

2. Anchura de la vellosidad.

A nivel de la zona media de la vellosidad.
3. Grosor total de la pared.

Incluyendo todas las capas de la pared intestinal, desde la serosa hasta la
punta de las vellosidades.

4. Profundidad de las criptas.
Desde el fondo de éstas hasta el plano donde se inician las vellosidades.

5. Dafio histolégico de la mucosa y clasificacion de acuerdo con los
criterios microscépicos de Chiu et al. *® como sigue:

Grado 0: mucosa normal (Figura 8).

Figura 8. Grado O

Grado 1: desarrollo de espacios subepiteliales cerca del extremo de los villi

con congestion capilar (Figura 9).
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Figura 9. Grado 1

Grado 2: extension del espacio subepitelial con despegamiento del epitelio

de la lamina propia (Figura 10).

Figura 10. Grado 2

Grado 3: despegamiento epitelial masivo de los lados de los villi con

desepitelizacion de pocos extremos de los mismos (Figura 11).
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Figura 11. Grado 3

Grado 4: desepitelizacién de los villi con exposicion de la lamina propia y

capilares dilatados (Figura 12).

Figura 12. Grado 4

-110-



Material y Métodos

Grado 5: digestion y desintegracion de la lamina propia, hemorragia y

ulceracion (Figura 13).

Figura 13. Grado 5
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4.4 Analisis estadistico

Se analizaron por separado, cada uno de los parametros estudiados, altura'y
anchura de la vellosidad, grosor total de la pared intestinal, profundidad de
las criptas y dafio histolégico de la mucosa tanto para yeyuno como para

ileon.

Las variables se presentan con la media y la desviacion tipica (DE) en el
caso de seguir una distribucidon normal y con la mediana y la amplitud

intercuartil en aquellos casos en los que no sigan una distribucién normal.

La comparacion de los tres grupos de tratamiento a tiempo 0 y a tiempo 1 se
ha realizado mediante el test ANOVA. Sin embargo en los grupos cuyo
resultado en el test de Levene ha obtenido significacion estadistica, se ha
utilizado el test de Welch. Los contrastes a posteriori han sido DMS vy

Tamhane segun si presentaban igual dispersién o no.

En aquellos casos que alguno de los grupos a comparar no siguiese una
distribucién normal, la comparacién se ha realizado mediante la prueba no

paramétrica de Kruskal-Wallis.

La comparacion con el grupo control se ha realizado mediante la prueba T
de Student para muestras independiente o la prueba no paramétrica U de

Mann Whitney segun el caso.

Los datos han sido analizados con el programa estadistico SPSS version

20.0 para Windows.

Aquellos valores de p<0.05 han sido considerados estadisticamente

significativos.

-112 -



Material y Métodos

4.5 Principios y normas de experimentacién animal

Todos los experimentos se realizaron siguiendo las normas de la legislacion

vigente sobre experimentacion animal, como es:

- Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, por la que se establecen los
requisitos de capacitacion que debe cumplir el personal que maneje
animales utilizados, criados o suministrados con fines de experimentacion y

otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

- Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las
normas bésicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en

experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

- Ley 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de los animales, su

explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio.

- Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, sobre proteccion de los

animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos.

- Real Decreto 664/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccién de los
trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicion a agentes

bioldgicos durante el trabajo.

- Directiva Europea de 1986 (86/609/CEE), sobre proteccion de animales

vertebrados utilizados con fines experimentales y otros fines cientificos.

- Orden de 13 de octubre de 1989 por la que se establecen las normas de
registro de los establecimientos de cria, suministradores y usuarios de
animales de experimentacién de titularidad estatal, asi como las de
autorizacién para el empleo de animales en experimentacion, en desarrollo
del Real Decreto 223/1988, de 14 de marzo.

- Real Decreto 223/1988, de 14 de marzo, sobre proteccién de los animales

utilizados para experimentacion y otros fines cientificos.
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5. Resultados

Los resultados obtenidos se expresan en diversas tablas y figuras a lo largo

de este apartado.

Tabla 9. Farmacos aplicados y distintos tiempos de reperfusiéon

Sin Reperfusién Reperfusion
(TIEMPO 1= T1) 24 horas
(TIEMPO 2=T2)
Ningun farmaco Al A2
AAS B1 B2
Clopidogrel C1 Cc2
Laparotomia (grupo D
control)

5.1 Mortalidad

Los animales fallecidos se excluyen del andlisis estadistico y se sustituyen

por otros. A continuacion se desglosa los animales fallecidos en cada grupo
(tabla 10).

Tabla 10. Mortalidad en los diferentes grupos de animales

ISQUEMIA 60 MINUTOS

SIN REPERFUSION
REPERFUSION 24 HORAS
SIN FARMACO 0 6
FARMACO 1 0 6
FARMACO 2 0 1

En el grupo de isquemia 60 minutos y sin reperfusiéon no fallecié ningun
animal. Dentro del grupo de isquemia 60 minutos y reperfusion de 24 horas
fallecieron: 6 animales del grupo al que no se le aplicé farmaco alguno, 6
animales del grupo tratado con AAS y uno del grupo tratado con clopidogrel.
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5.2 Altura de la vellosidad

En la siguiente tabla (tabla 11) se exponen las diferentes mediciones
obtenidas en cuanto a la altura de la vellosidad en yeyuno de cada grupo de
animales. Los datos se miden en micras. En cada grupo se utilizaron 6
animales, excepto en el grupo control en que se utilizaron 5. Se extrajeron 3

mediciones de cada uno de los grupos.

Tabla 11. Altura de la vellosidad en yeyuno (en micras)

166,18 259,06 393,25 187,7 251,39 514,1 463
1 153,43 310,92 272,89 197,75 306,73 454,47 460
217,96 313,17 276,75 147,71 475,81 482,54 441
385,97 308,32 225,57 360,39 552,89 372,57 447
2 347,54 311,81 274,21 418,81 587,21 378,11 482
287,02 395,54 343,4 467,3 447,98 308,59 459
333,79 157,24 280,41 446,53 521,97 456,76 471
3 348,6 216,19 498,74 482,47 525,59 552,87 504
355,06 248,33 416,94 476,86 527,57 527,9 433
210,71 290,77 516,63 311,05 361,86 588,49 463
4 181,77 319,31 434,77 257,09 415,89 527,35 451
175,71 323,05 477,85 209,63 459,34 604,25 479
351,37 232,62 340,82 432,42 385,2 396,62 455
5 314,18 273,61 336,37 586,11 368,05 406,23 468
425,94 285,84 346,14 494,92 394,37 360,54 453

413,52 332,54 337,55 347,15 358,92 507,54
6 415,45 232,39 342,14 368,34 339,8 396,12

362,93 305,64 355,18 432,4 301,53 447,71
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Se expresan los resultados obtenidos del analisis estadistico para la altura
de las vellosidades en yeyuno; asi como las comparaciones de los grupos
con los test estadisticos indicados en cada caso tanto para los grupos en los
que no se realizé reperfusion como en los grupos en los que se realizd

reperfusion de 24 horas (tabla 12).

Tabla 12. Parametros y diferencias estadisticas de la altura de la vellosidad
en yeyuno (en micras)

Prueba Prueba

T para de
Grupos | Media DE IC 95% ANOVA DMS | igualdad | Mann-
de Whitney
medias
Al | 302,62 93,85 204,13 | 401,11
Bl | 359,42 | 69,21 | 286,79 432,06 | 0,08
Cl 421,23 | 86,74 330,20 512,26
D-B1 D-A1l
D 461,93 17,61 | 452,18 | 471,69 0,015
D-C1 <0,001
0,304
A2 28424 4504 236,97 331,51 A2-B2
0,129
B2 | 368,03 | 12590 23591 500,16 | 0,014 B2-C2
0,098
C2 460,15 81,12 375,02 545,28 A2-C2
0,004
D-A2
<0,001
D 461,93 | 17,61 | 452,18 | 471,69 D-B2
0,128
D-C2
0,96

Del analisis estadistico de la altura de la vellosidad podemos resumir:

- Para tiempo 1: No existen diferencias estadisticamente significativas entre
los tres grupos de estudio. Sin embargo, la altura de la vellosidad es

significativamente menor en los grupos Al y B1 respecto al grupo control

(D).
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- Para tiempo 2: si que existen diferencias estadisticamente significativas
entre A2, B2 y C2. Realizando comparaciones entre cada uno de los grupos,
se observan diferencias estadisticamente significativas entre A2-C2, y al
comparar las medias entre los dos grupos podemos concluir que aplicar
clopidogrel tras la isquemia mejora la altura de la vellosidad respecto a no
aplicar ningun farmaco. Al comparar los resultados con el grupo control se

observan diferencias estadisticamente significativas entre D-A2.

Altura Vellosidad-Tiempo 1

461,93
421,23
359,42
302,62

Al Bl C1 D

Figura 14. Media altura vellosidades en yeyuno (en micras). Tiempo 1

Altura Vellosidad-Tiempo 2

461,93
460,15

368,03

284,24

A2 B2 c2 D

Figura 15. Media de altura vellosidades en yeyuno (en micras). Tiempo 2
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95% IC Altura Vellosidades

TIEMPO: Sin Revascularizacion

600

5009

400

3009
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0=

Al

B1

Farmaco

D1

Figura 16. IC 95% altura vellosidades en yeyuno (en micras). Tiempo 1

95% IC Altura Vellosidades

Figura 17.

TIEMPO: Revascularizacién 24 horas

600

5009

4007

3009

2004

1007

o

AZ

B2

Farmaco

c2

D2

IC 95% altura vellosidades en yeyuno (en micras). Tiempo 2

-121-



Resultados

Se representan los resultados obtenidos para la altura de la vellosidad en
ileon en cada uno de los grupos estudiado (tabla 13). En cada grupo se
analizaron 6 animales, excepto en el grupo control en el que se analizaron 5.
De cada grupo de animal se recogieron 3 mediciones por cada animal. Los

datos se expresan en micras.

Tabla 13. Altura de la vellosidad en ileon (en micras)

360,41 323,22 345,54 327,62 303,12 224,89 248
1 339,62 452,09 352,1 363,06 302,71 327,07 222
330,46 350,22 371,72 455,11 371,64 360,59 333
230,96 219,89 327,47 476,47 376,51 256,23 351
2 260,99 192,65 527,76 415,41 248,2 264,9 273
396,6 2151 463,13 402,2 414,04 337,87 319
432,92 372,75 255,41 204,17 411,98 309,79 391
3 450,31 235,99 329,32 236,9 401,57 311,98 311
452,57 240,43 360,63 307,49 364,45 462,45 308
333,24 393,28 358,36 353,4 281,54 423,92 378
4 352,9 277,7 425,44 393,58 286,99 330,02 352
312,58 277,41 348,86 394,82 301,85 237,19 274
462,84 441,11 3217 211,36 338,72 361,94 316
5 441,13 435,99 318,74 138,91 447,2 464,05 308
458,93 384,95 495,22 172,43 390,53 354,99 310
366,39 322,06 321,84 203,36 465 416,84
6 331,98 363,12 399,38 213,91 482,5 407,72

408,55 367,44 318,94 227,19 452,98 283,79

Se exponen los datos estadisticos analizados en todos los grupos de
animales para los dos grupos de reperfusion (tiempo 1y 2) para la altura de

la vellosidad en ileon. También se expresan los datos obtenidos de los
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diferentes analisis estadisticos utilizados al comparar los distintos grupos

(tabla 14).

Tabla 14. Parametros y diferencias estadisticas de la altura de la vellosidad

Grupos

Al
Bl
C1

A2
B2
Cc2

Media

373,52
368,97
368,97

312,93

325,85
305,41
340,90

312,93

DE

63,60
41,68
369,20

45,83

74,27
105,74
41,12

45,83

en ileon (en micras)

IC 95%

306,78
325,24
303,83

287,55

247,91
194,44
297,74

287,55

440,27
412,71
434,12

338,31

403,80
416,38
384,06

338,31

ANOVA

0,987

Test
de
Welch

0,737

Prueba
T para
igualdad
de
medias

D-Al
0,024
D-B1
0,018
D-C1
0,033

D-A2
0,631
D-B2
0,872
D-C2
0,210

En cuanto a los datos resultantes del analisis estadistico podemos resumir:

- Que para Tiempo 1: no existen diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos de estudio y si que existen entre cada grupo comparado con

el grupo control.

- Que para Tiempo 2: No existen diferencias estadisticamente significativas

ni entre A2, B2 y C2 ni tampoco al comparar cada uno de estos grupos con

el grupo control.
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Si se hace referencia a la media obtenido en cada grupo, se puede decir que
los grupos en que no hay reperfusion la no aplicacion de farmaco, asi como
la aplicacion de farmaco (bien AAS o bien Clopidogrel) tienen todos ellos una
media para la altura de la vellosidad mayor que en el grupo control, sin llegar
a existir diferencias estadisticamente significativas. En el grupo que se
realiza reperfusion de 24 horas ocurre lo mismo (excepto para el grupo B2),
siendo en este caso el grupo al que se le administra clopidogrel el que

presenta mayor altura de la vellosidad.

Altura Vellosidad-Tiempo 1

368,97
373,52 368,97

312,93

Al Bl C1 D

Figura 18. Media de altura vellosidades en ileon (en micras). Tiempo 1

Altura Vellosidad-Tiempo 2

340,9

325,85

312,93
305,41

A2 B2 c2 D

Figura 19. Media de altura vellosidades en ileon (en micras). Tiempo 2
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TIEMPO: Sin Revascularizacion

5007

RN

3009

200

95% IC Altura Vellosidades

100+

21 B1 c1 D1
Farmaco

Figura 20. IC 95% altura vellosidades en ileon (en micras). Tiempo 1

TIEMPO: Revascularizacion 24 horas

5001

400

b7

2009 1

95% IC Altura Vellosidades

100

a2 B2 c2 D2
Farmaco

Figura 21. IC 95% altura vellosidades en ileon (en micras). Tiempo 2
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5.3 Anchura de la vellosidad

Se observan las diferentes mediciones obtenidas en cuanto a la anchura de
la vellosidad en yeyuno de cada grupo de animales. Los datos se miden en
micras. En cada grupo se utilizaron 6 animales, excepto en el grupo control
en que se utilizaron 5. Se extrajeron 3 mediciones de cada uno de los grupos
(tabla 15).

Tabla 15. Anchura de la vellosidad en yeyuno (en micras)

221,2 97,96 102,6 84,18 128,03 125,1 100
1 202,04 91,43 115,07 101,88 130,38 102,18 160
181,34 89,35 118,42 78,35 101,67 160,71 186
161,43 372,51 102,71 125,1 135,8 59,38 96
2 1349 215,92 150,09 105,81 91,75 74,82 145
93,83 164,23 117,41 118,16 83,08 75,11 179
89,07 104,48 154,98 162,33 104,61 164,52 115
3 101,98 73,14 97,03 131,7 112,22 165,99 153
79,59 85,92 125,5 114,08 55,68 84,75 176
154,61 124,25 134,43 102,69 132,99 85,29 163
4 114,43 106,82 133,62 121,9 92,49 104,38 176
133,54 114,08 166,45 91,63 114,61 131,61 182
97,99 150,46 99,98 116,05 148,87 179,04 160
5 83,91 75 84,49 123,39 88,65 123,97 155
125,56 121,24 174,45 158,84 165,67 101,54 167
132,4 153,16 86,03 68,64 150,49 105,64
6 109,72 76,58 143,29 99,65 122,66 110,18
105,69 113,59 88,65 93,6 138,53 84,4
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Se expresan los resultados obtenidos del andlisis estadistico asi como las
comparaciones de los grupos con los test estadisticos indicados en cada
caso para la anchura de la vellosidad en yeyuno y para ambos tiempos de

reperfusion (tabla 16).

Tabla 16. Parametros y diferencias estadisticas de la anchura de la

vellosidad en yeyuno (en micras)

Prueba
Kruskal- T para Prueba
Grupos | Media DE IC 95% ANOVA Walli igualdad | de Mann-
allis .
de Whitney
medias
Al 129,06 39,16 87,98 170,16
B1 121,95 13,41 107,88 | 136,03 0,712
Cil 116,57 17,88 97,80 135,33
D-A1 D-B1
D | 15420 28,79 | 138,25 170,14 0119 0,024
' D-C1
0,013
Prueba
Kruskal- T para Prueba
Grupos | Media | Mediana Pys Ps ANOVA Wallis igualdad | de Mann-
de Whitney
medias
A2 129,45 | 114,74 91,64 149,40
B2 111,00 | 110,88 87,93 133,58 0,96
C2 113,24 | 118,21 92,49 135,66
Prueba T
Kruskal- para Prueba
Grupos | Media DE IC 95% ANOVA walli igualdad | de Mann-
allis .
de Whitney
medias
D-A2
0,087
D 154,20 | 28,79 | 138,25 | 170,14 D-B2
0,008
D-C2
0,013

Tras realizar el analisis estadistico de la anchura de la vellosidad en yeyuno

se observa que para los dos tiempos de estudio sélo existen diferencias
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estadisticamente significativas entre los dos grupos que reciben tratamiento

y el grupo control (D-B1, D-C1y D-B2, D-C2).

Anchura Vellosidad-Tiempo 1

154,2
eﬂ% 121,95
e 116,57

Al Bl C1

Figura 22. Media de anchura vellosidades en yeyuno (en micras). Tiempo 1

Anchura Vellosidad-Tiempo 2

129,45
111
113,24

154,2

A2 B2 c2

Figura 23. Media de anchura vellosidades en yeyuno (en micras). Tiempo 2
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TIEMPO: Sin Revascularizacién
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Figura 24. IC 95% anchura vellosidades en yeyuno (en micras). Tiempo 1

TIEMPO: Revascularizacion 24 horas
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Figura 25. Percentil 25-75 anchura vellosidades en yeyuno (en micras).

Tiempo 2
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Se describen los datos recogidos de las mediciones obtenidas de cada uno
de los grupos estudiados para la anchura de las vellosidades en ileon. En
cada grupo se utilizaron 6 animales (excepto en el grupo control en el que se
utilizaron 5). Se realizaron 3 determinaciones de dicho parametro en cada
uno de los animales. Los datos se miden en micras (tabla 17).

Tabla 17. Anchura de la vellosidad en ileon (en micras)

111,75 148,62 116,76 82,26 66,68 123,43 96
1 227,23 111,78 108,61 76,93 75,65 99,32 101
123,44 92,82 105,33 85,02 57,14 124,2 115
91,73 136,56 109,65 111,51 115,33 160,8 112
2 144,18 93,26 109,4 67,87 64,7 177,83 141
119,77 64,43 79,99 98,5 94,06 97,75 130
88,6 81,1 99,81 111,33 74,22 226,91 108
3 72,85 74,63 124,11 97,23 75,25 135,46 136
153,03 174,83 101,12 127,34 67,37 188,18 130
138,75 115,94 51,06 125,24 93,49 137,55 158
4 109,19 88,5 61,43 155,3 109,07 116,48 163
95,22 11,51 69,45 130,05 75,42 181,36 148
72,29 160,1 63,27 70,15 85,39 140,19 133
5 58,89 206,8 50,03 82,94 117,94 130,08 125
83,37 172,53 51,74 65,06 113,68 93,87 147
57,25 92,38 62,05 163,57 76,62 170,74
6 61,32 169,57 67,58 156,79 73,09 169,26
66,39 99,32 82,73 223,95 80,07 144,96

Se exponen los resultados estadisticos obtenidos al analizar los datos de la
anchura de la vellosidad en ileon. Se observan los datos correspondientes a

estadistica descriptiva y los datos de los test utilizados al comparar unos
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grupos con otros tanto entre los grupos en los que no se realiz6 reperfusion

como en los grupos en los que se realizo reperfusion de 24 horas (tabla 18).

Tabla 18. Parametros y diferencias estadisticas de la anchura de la
vellosidad en ileon (en micras)

Prueba

Prueba
T para de
G . igualdad
rupos | Media DE IC 95% ANOVA de Mann-
. Whitney
medias
Al | 104,46 33,40 64,41 139,50
B1 84,12 @ 24,85 | 58,04 | 110,19 @ 0,310
C1 84,17 14,82 | 68,62 @ 99,72
D-A1l
0,046
D 129,53 | 20,18 | 118,36 | 140,71 D-Bl1
<0,001
D-C1
<0,001
A2 87,37 8502 71,64 103,10
B2 | 112,84 | 102,30 @ 70,10 | 155,57 | 0,231
C2 | 145,47 14530 119 | 171,93
D-A2
0,213
D 129,53 | 20,18 | 118,36 | 140,71 D-B2
0,186
D-C2
0,213

Lo mas relevante de la comparativa de los resultados obtenidos de la

anchura de la vellosidad en ileon es:

- para Tiempo 1: existen diferencias estadisticamente significativas entre
todos los grupos al compararlos con el grupo control (D-Al, D-B1 y D-C1).
La mayor anchura entre los grupos a los que se les practico isquemia es la

del grupo al que no se le administré ningun farmaco.
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- para Tiempo 2: no existen diferencias estadisticamente significativas entre
ninguno de los grupos. En este caso, la mayor anchura es el grupo al que se

le dio clopidogrel, incluso incluyendo el grupo control.

Anchura Vellosidad-Tiempo 1

RLORSE

104,46

84,12 By

Al Bl C1 D

Figura 26. Media de anchura vellosidad en ileon (en micras). Tiempo 1

Anchura Vellosidad-Tiempo 2

145,47
129,53

112,84

87,37

A2 B2 Cc2 D

Figura 27. Media de anchura vellosidades en ileon (en micras). Tiempo 2
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TIEMPO: Sin Revascularizacion
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Figura 28. IC 95% anchura vellosidades en ileon (en micras). Tiempo 1

TIEMPO: Revascularizacion 24 horas

2004

1507

1007

95% IC Anchura Vellosidades

a0

a2 B2 c2 D2
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Figura 29. IC 95% anchura vellosidades en ileon (en micras). Tiempo 2
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5.4 Grosor total de la pared

Se representan las diferentes mediciones obtenidas en cuanto al grosor total
de la pared en yeyuno de cada grupo de animales. Los datos se miden en
micras. En cada grupo se utilizaron 6 animales, excepto en el grupo control
en que se utilizaron 5. Se extrajeron 3 mediciones de cada uno de los grupos
(tabla 19).

Tabla 19. Grosor total pared en yeyuno (en micras)

472,6 620,14 755,83 530,57 465 597,2 810
1 466,8 675,02 650,27 509,93 466,33 616,11 801
489,86 632,36 650,95 480,14 608,77 586,62 854
637,76 722,65 598,44 577,89 721,73 610,97 725
2 569,75 742,47 638,15 605,43 726,98 607,4 765
544,57 762,75 627,98 600,17 717,64 613,72 783
652,72 554,67 761,59 644,35 665,6 685,88 729
3 640,68 628,12 727,36 553,48 718,28 807,56 774
609,39 641,58 737,3 590,33 671,29 850,68 802
497,5 595,76 744,07 676,15 572,61 779,5 806
4 483,54 618,32 708,76 628,96 615,29 779,06 818
457,26 634,96 737,43 586,64 594,88 782,43 801
535,54 566,49 509,52 731,09 605,22 776,92 792
5 500,16 547,62 506,47 761,23 594,14 832,43 799
613,69 527,88 522,62 793,61 605,94 746,05 806

660,88 655,35 484,46 634,33 595,78 783,07
6 666,35 678,33 567,87 605,92 625,41 759,73

677,05 582,18 458,95 487,11 587,64 809

Se exponen los datos estadisticos analizados del grosor total de la pared en

yeyuno en todos los grupos de animales para ambos tiempos de reperfusion.
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Asi mismo se expresan los datos obtenidos de los diferentes andlisis

estadisticos utilizados al comparar los distintos grupos (tabla 20).

Tabla 20. Pardmetros y diferencias estadisticas del grosor total pared en
yeyuno (en micras)

Prueba

Prueba
T para de
Grupos | Media DE IC 95% ANOVA | Kruskal- | igualdad M
) ann-
Wallis de .
: Whitney
medias
Al 565,34 | 78,96 | 482,46 | 648,22
Bl 632,67 | 105,23 | 522,24 | 743,10 | 0,387
Cil 619,92 73,91 | 542,35 | 697,49
D-Al
0,001
D 791,00 32,87 | 772,80 809,20 D-B1
0,013
D-C1
0,002
Prueba Prueba
T para
Kruskal- | igualdad ee
Grupos | Media | Mediana Pss Ps ANOVA Walli Mann-
allis de .
. Whiteny
medias
A2 632,59 | 627,48 | 565,60 | 699,58
B2 610,96 595,27 | 558,56 | 663,43 0,064
Cc2 723,57 | 780,85 | 608,02 | 780,85
Prueba Prueba
Gru Medi DE IC 95% ANOvA | Kruskal- 'Tp?drad i
POsS edia 0 Wallis 'guaida Mann-
ek Whitney
medias
D-A2
D | 791,00 32,87 | 772,80 | 809,20 <0,001 D-C2
D-B2 0,035
<0,001

Al analizar los datos obtenidos de los diferentes test estadistico podemos
destacar:

-135-



Resultados

- En tiempo 1: existen diferencias estadisticamente significativas entre todos
los grupos de estudio y el grupo control (D-Al, D-B1 y D-C1).

- En tiempo 2: existen diferencias estadisticamente significativas entre cada

uno de los grupos comparandoles con el grupo control (D-A2, D-B2 y D-C2).

Si se compara la media en todos los grupos de tratamiento se observa que
en el grupo que no se realiza reperfusion, la mayor anchura corresponde al
grupo tratado con &cido acetilsalicilico y en el grupo que se aplico
reperfusién de 24 horas, fue el grupo tratado con clopidogrel el que presenté

mayor anchura.

Grosor Total de la Pared-Tiempo 1

791

632,67

19,92
565,34

Al Bl C1 D

Figura 30. Media del grosor total pared en yeyuno (en micras). Tiempo 1

Grosor Total de la Pared-Tiempo 2

791
632,59 723,57
610,96

A2 B2 Cc2 D

Figura 31. Media del grosor total pared en yeyuno (en micras).Tiempo 2
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TIEMPO: Sin Revascularizacion
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Figura 32. IC 95% del grosor total pared en yeyuno (en micras). Tiempo 1

TIEMPO: Revascularizacion 24 horas
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=
(=]
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200-
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Figura 33. Percentil 25-75 del grosor total pared en yeyuno (en micras).

Tiempo 2
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Se expresan las diferentes mediciones obtenidas en cuanto al grosor total de
la pared en ileon de cada grupo de animales. Los datos se miden en micras.
En cada grupo se utilizaron 6 animales, excepto en el grupo control en que
se utilizaron 5. Se extrajeron 3 mediciones de cada uno de los grupos (tabla
21).

Tabla 21. Grosor total pared en ileon (en micras)

697,94 505,71 486,03 625,95 396,8 559,81 670
1 685,89 590,03 527,29 601,38 361,89 578,13 699
667,43 525,79 513,29 553,92 409,24 534,64 654
525,34 504,14 420,63 669,28 532,94 425,03 745
2 552,1 516,1 676,61 634,78 542,4 443,03 690
529,04 520,2 629,56 630,42 537,34 450,33 722
547,67 445,21 408 521,31 540,73 623,21 612
3 568,48 429,77 491,14 557,99 597,19 633,11 623
578,75 449,9 485,54 636,47 568,46 624,53 641
478,22 467,62 480,01 607,07 409,3 657,95 672
4 540,35 458,89 544,69 613,85 429,28 609,88 664
523,07 464,48 476,46 618,85 403,86 512,18 691
589,63 611,74 395,66 474,81 473,42 558,43 672
5 565,3 590,05 443,64 457,61 586,1 669,26 685
613,96 565,14 617,08 478,18 522,96 627,55 655

471,09 553,65 535,54 552,91 666,47 546,32
6 479,95 626,88 513,43 521,03 657,82 536,04

506,36 657,59 505,57 527,91 652,84 494,29

Se expresan los datos estadisticos y los resultados de los distintos test
empleados tras analizar los datos correspondientes al grosor total de la

pared en ileon en los dos grupos de reperfusién -tiempo 1y 2- (tabla 22).
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Tabla 22. Parametros y diferencias estadisticas del grosor total pared en

Grupos

Al
Bl
C1

A2
B2
Cc2

Media

562,25
508,34
516,06

673,00

526,83
572,82
560,21

673,00

DE

69,89
38,46
100,27

34,89

67,60
62,86
70,33

34,89

ileon (en micras)

IC 95%
488,91 635,59
467,98 @ 548,71
410,83 621,28
659,68 | 692,32
455,88 @ 597,78
506,85 | 638,79
486,40 634,01
659,68 | 692,32

Prueba Prueba
T para
igualdad de
ANOVA Mann-
de Whitney
medias
0,415
D-Al
<0,001
D-B1
<0,001
D-C1
0,011
0,487
D-A2
0,001
D-B2
0,001
D-C2
0,001

Si se observan los datos obtenidos podemos resumir que:

- en tiempo 1: existen diferencias estadisticamente significativas entre el

grupo control (D) y el resto de grupos estudiados (Al, B1 y C1). En este

caso, el mayor valor de la media entre los grupos a los que se les practico

isquemia corresponde al grupo que no se le aplicé farmaco alguno.

- en tiempo 2: al igual que en tiempo 1, existen diferencias estadisticamente

significativas entre el grupo control (D) y el resto de grupos (A2, B2y C2). En

este caso el mayor valor de la media corresponde al grupo tratado con acido

acetilsalicilico, exceptuando el grupo control.
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Grosor Total de la Pared-Tiempo 1

673
562,25
516,06

508,34

Al B1 (cdl D

Figura 34. Media del grosor total pared en ileon (en micras). Tiempo 1

Grosor Total de la Pared-Tiempo 2

673
572,82
0 560,21

ag26,83

A2 B2 c2 D

Figura 35. Media del grosor total pared en ileon (en micras). Tiempo 2
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TIEMPO: Sin Revascularizacion

8007
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95% IC Grosor Total Pared
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Figura 36. IC 95% grosor total pared en ileon (en micras). Tiempo 1

TIEMPO: Revascularizacion 24 horas
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Figura 37. IC 95% grosor total pared en ileon (en micras). Tiempo 2
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5.5 Profundidad de las criptas

Se representan las diferentes mediciones obtenidas en cuanto a la
profundidad de las criptas en yeyuno de cada grupo de animales. Los datos
se miden en micras. En cada grupo se utilizaron 6 animales, excepto en el
grupo control en que se utilizaron 5. Se extrajeron 3 mediciones de cada uno

de los grupos (tabla 23).

Tabla 23. Profundidad criptas en yeyuno (en micras)

176,39 183,44 200,34 222,89 97,74 6,47 209
1 197,51 180,57 217,45 188,16 39,29 65,36 222
127,79 160,53 206,51 140,7 9,5 5,37 229
116,32 210,1 264,93 116,03 11,8 137,79 175
2 122,74 222,77 276,88 82,66 12,08 130,95 196
153,36 208,14 199,69 15,6 126,24 189,05 211
191,98 203,8 342,98 79,74 11,08 136,28 166
3 129,81 205,88 106,82 136,82 6,63 140,6 186
125,58 183,04 218,3 161,18 6,12 190,86 206
156,39 202,52 121,41 209,05 48,72 5,95 210
4 163,43 175,93 166,7 224,46 42,2 70,28 223
159,71 167,47 160,83 205,35 10,51 6,18 205
11,8 181,22 19,27 155,37 122,46 379,97 219
5 18,25 134,77 28,51 91,41 106,92 403,96 132
6,85 140,06 14,07 160,1 114,24 388,76 202
147,04 166,92 7,83 151,31 107,87 141,85
6 164,12 280,25 75,71 156,92 155,93 187,91
183,74 107,2 6,12 84,02 161,44 186,65

Se representa los datos estadisticos y los resultados de los diferentes test

estadisticos correspondientes a la profundidad de las criptas en yeyuno en
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ambos grupos de estudio -grupo sin reperfusion y grupo de reperfusion de
24 horas- (tabla 24).

Grupos

Al
Bl
C1

Grupos

Grupos

A2
B2
Cc2

Media

130,71
146,35
66,15

Media

199,40

Media

184,14
143,43
154,12

199,40

Mediana

154,48
178,87
49,44

Mediana

206

DE

20,86
49,37
133,36

206

yeyuno (en micras)

P25 P75
101.18 | 165,53
27,57 | 228,82
27,34 | 121,34

IC 95%
185,21 @ 213,59
IC 95%
162,26 = 206,04
91,63 | 195,24
14,18 | 294,07
185,21 | 213,59
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ANOVA

ANOVA

ANOVA

0,685

Prueba

T para
Kruskal igualdad
-Wallis de

medias

0,164

Prueba
T para
igualdad
de
medias
D-B1
0,250
D-C1
0,001
Prueba
T para
Kruskal igualdad

-Wallis de
medias

Kruskal
-Wallis

D-A2
0,212
D-B2
0,003
D-C2
0,446

Tabla 24. Pardmetros y diferencias estadisticas de profundidad criptas en

Prueba
de
Mann-
Whitney

Prueba
de
Mann-
Whitney

D-Al
0,002

Prueba
de
Mann-
Whitney
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Se analizan los datos obtenidos y objetivamos:

- en tiempo 1: existen diferencias estadisticamente significativas entre D-Al
y D-C1. En este grupo el menor valor de la media corresponde al grupo

tratado con clopidogrel.

- en tiempo 2: unicamente existen diferencias estadisticamente significativas
entre D-B2.

Profundidad de las criptas-Tiempo 1

Al B1 (cdl D

Figura 38. Media de profundidad criptas en yeyuno (en micras). Tiempo 1

Profundidad de las criptas-Tiempo 2

184,14 Il
154,12
143,43

A2 B2 Cc2 D

Figura 39. Media de profundidad criptas en yeyuno (en micras). Tiempo 2
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TIEMPO: Sin Revascularizacion
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Figura 40. Percentil 25-75 profundidad criptas en yeyuno (en micras).

Tiempo 1

TIEMPO: Revascularizacién 24 horas
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Figura 41. IC 95% profundidad criptas en yeyuno (en micras). Tiempo 2
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Se expresan las diferentes mediciones obtenidas en cuanto a la profundidad
de las criptas en ileon de cada grupo de animales. Los datos se miden en
micras. En cada grupo se utilizaron 6 animales, excepto en el grupo control
en que se utilizaron 5. Se extrajeron 3 mediciones de cada uno de los grupos
(tabla 25).

Tabla 25. Profundidad criptas en ileon (en micras)

168,71 54,4 7 187,44 12,77 193,09 136
1 172,54 12,55 28,03 120,41 16,24 115,48 121
166,46 35,19 6,18 16,12 7 74,19 174
159,21 129,26 5,95 16,35 56,28 58,36 136
2 184,27 197,89 17,52 62,32 178,64 63,98 217
46,47 201,12 18,07 56,28 30,64 11,05 185
14,45 9,19 49,56 169,58 27,75 155,7 174
3 20,95 125,74 91,86 161,63 38,1 152,95 245
9,5 131,08 27,79 178,52 66,72 8,54 238
54,8 10,37 9,38 92,12 35,87 100,5 276
4 95,43 116,86 6,01 55,35 34,3 101,35 284
93,64 115,61 14,67 75,67 17,93 120,44 291
9,35 12,08 25,81 112,73 17,68 9,5 248
5 9,38 20,75 33,62 164,06 16,76 6,18 233
21,85 27,67 19,56 145,75 22,88 82,25 241
12,86 44,34 108,91 172,81 27,91 7,26
6 35,26 41,96 11,08 149,29 13,7 7,83
9,5 85 73,28 143,02 21,4 82,08

Se recogen los datos resultantes del andlisis estadistico y de los diversos

test empleados referentes a la profundidad de las criptas en ileon para los
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dos grupos de estudio: al que no se le aplica reperfusién y a los que se les

aplica reperfusion de 24 horas (tabla 26).

Tabla 26. Parametros y diferencias estadisticas de la profundidad criptas en

ileon (en micras)

Prueba
Grupos | Media | DE IC 95% ANOVA | Testde | .| Para
W igualdad
elch
de
medias
Al 71,37 | 66,87 1,19 @ 141,55
B1 30,79 | 23,73 5,89 55,70 0,434
Cc1 3570 28,13 6,18 65,21
D-A1l
<0,001
D 213,27 | 55,62 | 182,46 | 244,07 D-B1
<0,001
D-C1
<0,001
A2 76,17 | 55,56 @ 17,86 @ 134,48
B2 115,52 | 48,75 @ 64,36 | 166,69 & 0,30
c2 75,04 | 43,14 @ 29,77 @ 120,31
D-A2
<0,001
D 213,27 | 55,62 | 182,46 | 244,07 D-B2
0,001
D-C2
<0,001

Se puede observar:

- Que en tiempo 1: existen diferencias estadisticamente significativas entre
D-Al, D-B1y D-C1. Si se comparan las medias de cada uno de los 4 grupos,
se ve una importante disminucion de la media de la profundidad de las
criptas en todos los grupos a los que se les aplica isquemia (Al, B1 y C1),
siendo mas acusada esta disminucion de la media de la profundidad de las

criptas en los grupos B1y C1.
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- Que en tiempo 2: existen diferencias estadisticamente significativas entre
D-A2, D-B2 y D-C2. En este caso, se observa una diferencia en cuanto a las
medias de la profundidad de las criptas entre los grupos en los que se aplica
isquemia y el grupo control, no tan llamativa como en los grupos de tiempo 1
y los valores més inferiores corresponden a las medias de los grupos A2 y
C2.

Profundidad de las criptas-Tiempo 1

213,27

71,37

30,79

Al B1 (cdl D

Figura 42. Media de profundidad criptas en ileon (en micras). Tiempo 1

Profundidad de las criptas-Tiempo 2

213,27

115,52

76,17 75,04

A2 B2 Cc2 D

Figura 43. Media de profundidad criptas en ileon (en micras). Tiempo 2
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TIEMPO: Sin Revascularizacion
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5.6 Dano histolégico de la mucosa

En la siguiente tabla estan recogidos los datos de las diferentes mediciones
obtenidas en cuanto al dafio histolégico de la mucosa en yeyuno de cada
grupo de animales. Los datos se miden en micras. En cada grupo se
utilizaron 6 animales, excepto en el grupo control en que se utilizaron 5. Se

extrajeron 3 mediciones de cada uno de los grupos.

Tabla 27. Dafio histolégico de la mucosa en yeyuno (grados de Chiu)

3 4 3 1 5 1 0
1 4 3 3 2 5 0 1
4 3 3 2 3 1 1
1 2 1 2 1 0 0
2 1 3 3 3 3 1 1
3 3 0 1 3 1 1
1 1 5 2 1 1 1
3 1 1 3 1 3 1 1
3 1 5 1 3 1 1
3 1 3 3 3 1 1
4 3 1 3 1 1 0 1
4 1 5 2 3 1 0
5 1 2 1 4 1 1
5 3 3 3 0 1 0 0
5 1 3 1 3 1 1
1 1 5 1 3 0
6 1 0 5 1 3 1
3 3 3 2 2 0

Se representan los datos obtenidos del andlisis estadistico y de los
diferentes test usados después de analizar los datos del dafio histoldgico de
la mucosa en yeyuno para los dos grupos de reperfusion —tiempo 1 y 2-
(tabla 28).
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Tabla 28. Parametros y diferencias estadisticas del dafio histolégico de la

mucosa en yeyuno (grados de Chiu)

Prueba
Test Kruskal de
Grupos | Media | Mediana | Pys Pss d Wallis DMS Mann-
Welch Whitney
Al 2,72 2,5 1,67 @ 3,83
Bl 3,22 3,33 2,33 | 4,33 0,607
C1 2,78 2,5 2,33 | 3,08
Test Kruskal PrLch(Zba
Grupos | Media | Mediana IC 95% d Walli DMS
Welch | ~vailis Mann-
Whitney
D-Al
<0,001
D-B1
D 0,73 1 0,48 | 0,99 <0,001
D-C1
<0,001
Prueba
Test Kruskal de
Grupos | Media DE IC 95% de Wallis DMS Mann-
Welch Whitney
A2 | 1,83 096 | 083 284 A2-B2
0,85
B2 1,5 05 | 097 203 B2-C2
0,008 0,024
C2 | 067 | 021 | 045 0,89 C2-A2
0,088
D-A2
0,002
D-B2
D 0,73 0,46 0,48 | 0,99 0,004
D-C2
0,178

Al observan los resultados obtenidos podemos explicar:

- en tiempo 1: existen diferencias estadisticamente significativas entre D-Al,

D-B1l y D-C1. Los resultados de las medias de los grupos en los que se
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realiza isquemia (Al, B1 y C1) son mayores que el grupo control (D); lo que

significa que hay mayor dafio histolégico tras la isquemia.

- en tiempo 2: hay diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos A2, B2 y C2. Comparando posteriormente estos grupos entre si,
observamos que Unicamente existen diferencias estadisticamente
significativas entre B2-C2. Los valores medios muestran que el dafio
histolégico es menor en el grupo tratado con clopidogrel. Comparando los
grupos en los que se practica isquemia con el grupo control, hay diferencias
estadisticamente significativas entre D-A2 y D-B2. El grupo que tiene mayor
valor de la media es al que se le realiza isquemia y no se aplica ningun
farmaco, lo que se traduce por mayor dafio histolégico. Por el contrario el
grupo al que se le realiza isquemia y se le aplica clopidogrel, tiene menor
media que todos los otros grupos, incluido el grupo control. Esto demuestra
que en el grupo tratado con clopidogrel hay menor dafio histolégico de forma
global.

Dario histoldgico-Tiempo 1
3,22

2,78
2,72

0,73

Al B1 (cdl D

Figura 46. Media del dafio histol6gico de la mucosa en yeyuno. Tiempo 1
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Dafio histolégico-Tiempo 2

1,83

0,67 0,73

A2 B2 Cc2 D

Figura 47. Media del dafio histoldgico de la mucosa en yeyuno. Tiempo 2

Dafio Histologico

TIEMPO: Sin Revascularizacion

21 B c1 o1
Farmaco

Figura 48. Percentil 25-75 dafio histolégico de la mucosa en yeyuno.

Tiempo 1
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TIEMPO: Revascularizacion 24 horas
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95% IC Dafio Histologico

a2

B2 c2
Farmaco

D2

Figura 49. IC 95% dafio histologico de la mucosa en yeyuno. Tiempo 2

Se ponen de manifiesto las diferentes mediciones obtenidas en cuanto al

dafio histologico de la mucosa en ileon de cada grupo de animales. Los

datos se miden en micras. En cada grupo se utilizaron 6 animales, excepto

en el grupo control en que se utilizaron 5. Se extrajeron 3 mediciones de

cada uno de los grupos (tabla 29).
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Tabla 29. Dafio histologico de la mucosa en ileon (grados de Chiu)

Al A2 Bl B2 C1 Cc2 D
5 1 3 1 5 5 0
1 5 1 3 1 5 5 1
5 1 3 1 5 1 1
5 0 3 1 3 1 1
2 5 1 3 1 5 1 1
5 1 5 1 3 1 0
5 1 5 1 5 1 1
3 5 1 3 1 5 5 1
3 3 5 1 5 1 1
3 1 5 0 3 1 1
4 3 0 5 0 5 1 1
3 1 5 0 3 1 0
3 1 5 1 5 1 0
5 4 1 5 1 5 1 1
4 0 5 1 5 1 1
5 1 1 0 5 1
6 5 2 5 0 5 2
3 2 5 1 5 2

Se expresan los datos obtenidos del andlisis estadistico y de los test
estadisticos correspondientes al dafio histolégico de la mucosa en ileon para

los grupos con y sin reperfusion (tabla 30).
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Tabla 30. Parametros y diferencias estadisticas del dafio histolégico de la

mucosa en ileon

Prueba
de
Mann-
Whitney

Grupos Media Mediana Ps Pss Kruskal
-Wallis

Al 4,06 4 3,67 4,41
Bl 4,11 4 3,50 4,00 0,512
C1 4,44 4,66 3,67 5,00

Prueba
Kruskal de
-Wallis Mann-

Whitney

D-Al

<0,001

D-B1

D 0,73 0,46 0,48 0,99 <0,001
D-C1

<0,001

Prueba

Kruskal de
Grupos Media Mediana Pys Pss -Wallis Mann-
Whitney

Grupos Media DE IC 95%

A2 1,06 0,83 0,67 1,67
B2 0,72 1 0,25 1,00 0,089
C2 1,77 1,33 1,00 2,66

Prueba
Kruskal de
-Wallis Mann-

Whitney

D-A2
0,573
D-B2
0,921
D-C2
0,008

Grupos Media DE IC 95%

D 0,73 0,46 0,48 0,99

En esta tabla se observa que:
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- en el tiempo 1: existen diferencias estadisticamente significativas entre D-
Al, D-B1 y D-C1. El valor de las medias es claramente mayor en los grupos
a los que se les aplica isquemia (A1, B1 y C1) respecto al grupo control (D).
Esto supone que cuando hay isquemia hay mayor dafio histolégico que
cuando no hay isquemia, independientemente del farmaco utilizado durante

el periodo de isquemia.

- en el tiempo 2: (nicamente existen diferencias estadisticamente
significativas entre D-C2. ElI mayor valor de la media es la del grupo C2. Se
puede decir que al realizar isquemia el grupo al que se le ha administrado
clopidogrel tiene mayor dafio histoldgico de la mucosa que los otros grupos
(A2 y B2). El valor de la media en términos generales es menor en el grupo
en el que hay un periodo de reperfusion de 24 horas que en el que no existe
reperfusion; lo que explica que tras la reperfusion mejora el dafio histolégico

de la mucosa.

Dafio histoldgico-Tiempo 1

4,44
4,06 4,11

0,73

Al B1 (cdl D

Figura 50. Media del dafio histolégico de la mucosa en ileon. Tiempo 1
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1,06

Dafio histolégico-Tiempo 2

1,77

0,72

0,73

A2

B2 Cc2

Figura 51. Media del dafio histolégico de la mucosa en ileon. Tiempo 2

TIEMPO: Sin Revascularizacion

34

Dafio Histolégico

Al

Farmaco

D1

Figura 52. Percentil 25-75 dafio histolégico de la mucosa en ileon. Tiempo 1
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TIEMPO: Revascularizacion 24 horas

34

Dafio Histolégico
i

a2 B2 c2 D2
Farmaco

Figura 53. Percentil 25-75 dafio histolégico de la mucosa en ileon. Tiempo 2

-159 -



-160 -



DISCUSION

-161 -



-162 -



Discusion

6. Discusion

6. 1 Discusion del modelo experimental

6.1.1 Justificacion del modelo isquemia-reperfusion

Nos ha parecido interesante plantear un modelo experimental de tratamiento

de la IMA dada la prevalencia y morbi-mortalidad de esta patologia.

En 1986, Parks y Granger ®” informaron que la reperfusion es mas dafina
que la isquemia sola. En particular, el dafio tisular que es causado por
isquemia y reperfusion en el intestino es asociado con alta morbilidad y

mortalidad en pacientes quirargicos.

Existe una evidencia considerable que indica que la pared de los capilares
intestinales es una barrera altamente restrictiva que impide el movimiento de
macromoléculas de la sangre a los linfaticos. Sin embargo hay varias
condiciones fisiol6gicas y patolégicas y agentes farmacolégicos que
incrementan la permeabilidad de esta barrera. Una condicion experimental
que lleva a un aumento dramatico en la permeabilidad vascular intestinal es
una hora de isquemia regional producida por la oclusion arterial parcial

(como en nuestro caso) %2,

Morini et al.

, en un estudio del afio 2010 han establecido que una
isquemia intestinal inferior a los 30 minutos de isquemia en ratas conllevan
un dafio demasiado limitado, mientras que mas de 60 minutos resultara en
una necrosis masiva que se asocia con una alta tasa de mortalidad. Esta
altima observacion contrasta con nuestros resultados, asi en el grupo de
isquemia de 60 minutos no se observa mortalidad; y existe una mortalidad
del 50% en el grupo que se realiz6 60 minutos de isquemia y reperfusion de

24 horas.

Existe un tiempo maximo de isquemia tolerable (en torno a cuatro-seis

horas) a partir del cual el intestino se torna inviable y el animal sufre un
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shock irreversible que le causa la muerte no existiendo en este caso un

verdadero sindrome de reperfusion °%.

6.1.2 Justificacion del animal de experimentacion

El animal empleado para la realizacion del estudio fue la rata de la raza
Wistar. Se utilizd esta especie por su asequible disponibilidad debido a su
reducido coste, facilidad de manejo y mantenimiento en cautividad ®°®. Por
otro lado, el modelo de isquemia-reperfusibn en este animal ha sido
ampliamente estudiado, es facilmente reproducible y de resultados

estandarizables.

Desde el punto de vista macroscopico, el intestino delgado de la rata se
divide en duodeno, yeyuno e ileon. El duodeno es retroperitoneal, al igual
que en el hombre, y el yeyuno y el ileon se encuentran moviles dentro de la
cavidad abdominal, adheridos a la pared posterior por un mesenterio por el
que discurren los vasos intestinales. A nivel microscopico se compone de
cuatro capas: serosa, muscular, submucosa y mucosa, al igual que en el

hombre 9,

El riego sanguineo intestinal de la rata proviene de las arterias celiaca,
mesentérica superior e inferior, estableciéndose entre éstas unas arcadas
anastomoticas en el interior del mesenterio similares a las que ocurren en la

especie humana.

6.1.3 Justificacion de la sustancia a estudiar

Las sustancias utilizadas han sido acido acetilsalicilico y clopidogrel. Estas
son usadas habitualmente en la practica clinica. Se han observado sus

efectos en el sindrome de isquemia-reperfusion a nivel intestinal.

El AAS es rapidamente absorbido en el tracto gastrointestinal alto y resulta
en una inhibicion medible de la funcion de las plaquetas dentro de 60
minutos. La vida media en plasma del AAS es solamente 20 minutos, sin

embargo porque las plaquetas no pueden generar nueva COX, su efecto
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dura lo que dura la vida de las plaquetas (aproximadamente 10 dias). En
nuestro caso y teniendo en cuenta la vida media del AAS, se puede entender
que la administracion intragastrica del AAS permite que se manifieste la

accion del AAS durante el tiempo de isquemia (60 minutos).

Haglind et al. “°® observaron un incremento de diez veces de las plaquetas
en el intestino isquémico. Esto podria implicar que la agregacion plaquetaria
en el intestino delgado isquémico o bien era el mecanismo que conduce al
dafio fisiopatolégico de la mucosa o bien es un fendbmeno secundario

evocado por las lesiones de la mucosa.

En un estudio posterior °” demostraron que el dafio de la mucosa después
de la isquemia intestinal es independiente del numero de plaquetas
circulantes en sangre periférica. Consecuentemente, la acumulacion de
plaquetas en el intestino delgado después de la isquemia probablemente no

es un factor importante en la evolucién de la lesibn mucosa.

Se ha visto que el AAS claramente disminuye la mortalidad y el reinfarto
cuando se da como terapia a corto plazo para el infarto agudo de miocardio,
cuando se da a pacientes con angina inestable y cuando se da a largo plazo
en terapia preventiva secundaria en un amplio rango de pacientes con

enfermedad cardiovascular establecida ®6%,

Nuestro estudio pretende
valorar los posibles efectos beneficiosos de la AAS en este modelo

experimental.

La dosis de esta sustancia deberia ser siempre la dosis mas baja que se
conoce que es efectiva porque dosis mayores resultan en mayores tasas de
complicaciones. Este dato se confirma en un reciente estudio *°® realizado
en pacientes tratados con intervencidon percutanea coronaria por infarto de
miocardio, en el que se observa que altas dosis de mantenimiento de AAS
se asocia con tasas similares de eventos cardiovasculares mayores y mayor

riesgo de hemorragia menor que los que toman bajas dosis del farmaco.
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Los mismos objetivos se han pretendido comprobar en los grupos donde se
ha utilizado como farmaco el clopidogrel, dada su accion de interferir con la
agregacion plaquetaria por inhibicion selectiva e irreversible del enlace de

ADP con su receptor en las plaquetas.

Existe evidencia significativa que el pretratamiento con clopidogrel reduce
significativamente el tamafio del dafio isquémico cerebral inducido por
oclusién trombética de la arteria cerebral media en ratas ®’”. Nuestros
resultados permitirian apoyar dicho dato dado que el tratamiento con
clopidogrel atenua la lesién isquémica intestinal, fundamentalmente en el
grupo de 60 minutos de isquemia y reperfusién de 24 horas, con una media
de dafio histolégico menor incluso que el grupo control (0.67 vs 0.73).

Asi mismo hay datos que las tienopiridinas son significativamente mas
efectivas que la AAS en la prevencion de eventos vasculares en pacientes
de alto riesgo, aungue los datos no son concluyentes desde el punto de vista
estadistico. En este grupo de pacientes, las tienopiridinas (ticlopidina y
clopidogrel) reducen la probabilidad de accidente cerebrovascular, infarto de
miocardio o0 muerte vascular en cerca del 9% en comparacién con el acido
acetilsalicilico “®. Comparando estos resultados con los obtenidos en el
presente estudio, se observa una similitud. El tratamiento con clopidogrel
mejora diversos pardmetros morfométricos respecto al AAS: altura de la
vellosidad tanto en yeyuno como en ileon y menor dafio histologico en las
muestras de yeyuno. No obstante, hay que decir que en nuestro estudio se

realizo tratamiento y no prevencion.

En la literatura se pone de manifiesto que las tienopiridinas no deben
reemplazar al &cido acetilsalicilico como tratamiento antiplaquetario de
primera eleccion para todos aquellos pacientes con alto riesgo vascular. Alun
asi, el clopidogrel parece tener un papel para aquellos pacientes con
intolerancia o alergia al acido acetilsalicilico, siempre y cuando se acepte la
advertencia de que no contamos con evidencia directa de la efectividad

relativa de las tienopiridinas comparadas con el acido acetilsalicilico en este
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tipo de pacientes, ya que éstos fueron excluidos de los ensayos aleatorios
(184 Haciendo una comparativa con nuestros resultados, se objetiva que el
tratamiento con AAS aporta mayor beneficio a nivel morfométrico que el
clopidogrel para el grosor total de la pared tanto a nivel de yeyuno como de
ileon y supone un menor dafio histologico en las muestras de ileon. Esto nos

hace pensar que el AAS tiene un papel efectivo en el tratamiento en la IRI.

Los experimentos con animales sugieren claramente que el clopidogrel
impide la reoclusion tromboética de las arterias coronarias, femorales y
carotidas, después de la lesion endotelial en condiciones en las que el acido
acetilsalicilico es ineficaz. Ademas, el clopidogrel impide la reoclusion de la

arteria coronaria con mayor eficacia que el acido acetilsalicilico *°9.

En pacientes con enfermedad arterial coronaria sintomatica, el tratamiento
con clopidogrel mejora la funcion endotelial sistémica y la biodisponibilidad
del oOxido nitrico, el estrés oxidativo reducido y la disminucion de
la respuesta inflamatoria. Estos hallazgos apoyan el principio
que ademas de su efecto antiagregante, bloqueando el receptor de ADP
plaquetario, el clopidogrel puede disminuir la activacion inflamatoria

sistémica y la activacion de la inflamacién endotelial %%,

No obstante, otros estudios %V

sugieren que los posibles efectos
beneficiosos del clopidogrel no se deben a efectos directos de la pared
vascular y apoyan el concepto de que las plaguetas activadas contribuyen a
la disfuncion endotelial, posiblemente a través de la alteracion de la

biodisponibilidad del 6xido nitrico y la sintesis de prostanoides.

El clopidogrel una vez absorbido, es transformado por el higado en su
molécula activa dentro de las dos horas siguientes de su administracién %2,
No obstante, y a pesar de la farmacocinética del producto, el mejor resultado
(comparado con los otros grupos de tratamiento) en los animales tratados
con esta molécula se obtiene, a nivel de yeyuno, en los grupos de isquemia

(60 minutos) y sin tener en cuenta el tiempo de reperfusién para dos de los
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parametros estudiados: altura de la vellosidad y grosor total de la pared. Sin

embargo dichos hallazgos no se confirman en el ileon.

De nuestros resultados se puede concluir que el tratamiento con clopidogrel
presenta una media mayor tanto para la altura de la vellosidad como para el
grosor total de la pared y supone un menor dafio histoldégico a nivel de
yeyuno, todo ello comparado con la no aplicacion de farmaco alguno y con la
administracion de AAS. En el caso del tratamiento con AAS se observan
mejores resultados en la conservacion del grosor total de la pared y menor
dafio histolégico en ileon en el grupo que se realiza reperfusion de 24 horas
cuando se compara con no administrar farmaco y con tratamiento con

clopidogrel.

6.1.4 Justificacion de la técnica microscopica

Tipicamente, la lesion isquémica lleva a la progresion del dafio desde la
punta de la vellosidad después de periodos mas cortos o medios de
isquemia, extendiéndose a las criptas s6lo después de periodos mucho mas
largos de isquemia. Es importante disponer de un sistema de clasificacién
ideal que sea facil de aprender y usar y que tenga una baja variabilidad
interobservador. Se puede concluir que el sistema Park/Chiu es el mas
préximo para reunir estos criterios. Este sistema de clasificacion combina la
progresion de la lesion morfolégica de leve a grave. La clasificacion incluye
tanto la arquitectura y dafio tisular mas detallado y estan bien definidos, lo
gue conduce a una baja variabilidad interobservador. El sistema Parks fue
igualmente fiable, sin embargo no incluye lesion por debajo de la mucosa y
Su estructura, lo cual separa el dafio de la vellosidad y cripta, haciendo esto

més dificil de manejar e interpretar 2°3299,

En 1970, Chiu informé de una escala de clasificacion del dafio producida por
isquemia en la mucosa intestinal en perros basada en la tincién con
hematoxilina y eosina. Se demostr6 de manera convincente que el sistema

de clasificacion esta directamente relacionado con el nivel de flujo sanguineo
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intestinal, es decir cuanto menor sea el flujo, mayor es el grado de
clasificacion. Ademas, para un determinado nivel de flujo sanguineo, el dafio
fue dependiente del tiempo, es decir, cuanto mayor sea la isquemia mas

pronunciado sera el dafio ?4205:200)

Sin embargo, otros autores consideran que no es posible establecer una
correlacion estricta entre el grado de lesion y la duracion de la isquemia, ya
gue en unas ocasiones aparecen grandes lesiones con poco tiempo de

isquemia y, en otras, lesiones leves con un tiempo de isquemia elevado 2%,

El sistema de clasificacion de Chiu también ha sido adaptado para el hombre
(Haglund et al. 1975) y la rata (Haglind et al. 1980) ®%.

6.2 Discusion de los resultados

En nuestro estudio hemos optado por incluir un grupo control con objeto de
excluir los resultados falsamente positivos. A los animales pertenecientes a
este grupo solo se les realiz6 laparotomia sin afiadir ningln otro
procedimiento. El empleo de este placebo quirdrgico es habitual en todos los

estudios experimentales %7,

En todas las especies, incluyendo la humana, una reduccion en el flujo
sanguineo del intestino delgado, incluso para un tiempo relativamente corto,
resulta en la formacién de lesiones caracteristicas de la mucosa %29 | a
patogenia de dichas lesiones involucran a la hipoxia tisular de oxigeno
(mecanismo de intercambio contracorriente) y a la produccion de radicales

libres de oxigeno 10214,

No estan muy estudiadas las repercusiones de la isquemia sobre la funcion
de la mucosa, pero los datos existentes hacen hincapié en la buena

correlacion entre las caracteristicas estructurales y funcionales ©.

La recuperacion de la mucosa intestinal después de un trauma isquémico es
extremadamente rapida. En las ratas, después de la oclusion de la arteria

mesentérica superior durante una hora, la recuperacion de la estructura
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normal se produce dentro de 48 a 72 horas. Cuando el periodo isquémico se
prolonga a dos horas, la estructura tanto de la vellosidad como del epitelio
que lo recubre requiere siete dias para volver a la normalidad ©**?%. En otro
estudio 3% se demostré que el epitelio del fleon se restituye en gran medida
en una hora (47.6%) y mas aun en 3 horas (60%), en 6 horas (77.8%) y
completado en 12 horas. Esta bien establecido que la isquemia-reperfusion
provoca una serie de eventos que produce lesiones seguido por una
completa regeneraciébn de la mucosa dentro de unos pocos dias sin

consecuencias a largo plazo %9,

El momento en el que se produce el pico maximo de la altura de las
vellosidades y de la profundidad de las criptas durante la regeneracion
depende del tiempo de isquemia sufrido: a menor tiempo de isquemia antes
se produce el pico maximo en los parametros medidos. La isquemia
mantenida retrasa las manifestaciones propias del proceso regenerativo de

la mucosa %9,

Se puede considerar que las lesiones se producen durante el periodo
isquémico se hacen mas evidentes en el momento de la reperfusion debido
al aumento repentino en el flujo sanguineo y al incremento resultante en la
presion vascular local. Sin embargo, Parks et al. “*® consideran que es el
aumento de presion parcial de oxigeno y no el aumento de la presion
microvascular el responsable de la lesion en la fase de reperfusion. A este
respecto, podemos afiadir que al observar los datos obtenidos en nuestro
estudio, el dafio histolégico en los grupos en los que solo se realiza isquemia
es mayor que en los grupos en los que se practica isquemia y reperfusion; lo
gue implica mayor dafio de la mucosa intestinal en los grupos de isquemia

sin reperfusiéon y éste mejora tras 24 horas de reperfusion.

Granger et al. ®9

indican que la mayoria de las lesiones mucosas
producidas durante la isquemia ocurren en el periodo de reperfusion al medir
el grosor total de la mucosa, la altura de la vellosidad y la profundidad de la

cripta en un segmento de intestino sometido a 3 horas de isquemia y los
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resultados mejoran al administrar sustancias como alopurinol y superoéxido
dismutasa. Estos datos sin embargo, no se relacionan claramente con los
observados en nuestro trabajo, en donde las lesiones observadas en yeyuno
—para la altura de la vellosidad- y tras una hora de isquemia y 24 horas de
reperfusién, mejoran durante la reperfusibn y mas adn tras administrar
farmacos, tales como acido acetilsalicilico y clopidogrel. Dichas
observaciones no son tan evidentes en las muestras de ileon, en este caso
las alteraciones se agravan durante la reperfusion, obteniendo una menor
altura de la vellosidad en el grupo de reperfusion comparado con el grupo al

gue se le realiza solamente isquemia.

6.2.1 Altura de la vellosidad

YEYUNO: En nuestro estudio, de entre todos los grupos a los que se les
practica isquemia, son los grupos tratados con clopidogrel aquellos que
presentan mayor altura de la vellosidad tanto para los grupos en los que no
se realiza reperfusion, como para los grupos en los que la duracién de la
misma son 24 horas. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre C2-A2 y C2-B2.

En la bibliografia revisada ?°®, se observa una reduccién en la longitud de
la vellosidad intestinal a nivel de yeyuno, que aumenta segun aumenta el
tiempo de isquemia. Esta reduccion en la longitud de la vellosidad fue
estadisticamente significativa en relacion al grupo control. Este dato se
observa igualmente en nuestro trabajo al comparar el grupo de isquemia (60

minutos), con o sin reperfusion, con el grupo control (p<0,001).

[LEON: La altura de la vellosidad es mayor en todos los grupos a los que se
les realizé isquemia, independientemente del tiempo de reperfusion, en
comparacion con el grupo control; excepto en el grupo B2. Sin embargo solo
hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos sin

reperfusion y el grupo control (D-Al, D-B1, D-C1).
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Observando los datos obtenidos, la altura de la vellosidad es mayor en los
grupos que solo recibieron isquemia (60 minutos) comparada con los grupos
de isquemia (60 minutos) y reperfusion (24 horas). La bibliografia revisada
(163205 o5 compatible con estos hallazgos, encontrandose que las lesiones

histoldgicas secundarias a la isquemia se agravan durante la reperfusion.

Hay evidencia experimental que tras un periodo de isquemia entre 15
minutos y 120 minutos y un periodo de reperfusion méximo de 24 horas, en
ileon se observa un acortamiento de vellosidades respecto al grupo control
(120217). contrariamente, nuestras observaciones muestran que la altura
media de las vellosidades en ileon aumenté tanto en el grupo de isquemia
sin reperfusién como en el grupo de isquemia con reperfusion comparando

con el grupo control, a excepcion del grupo tratado con AAS y reperfusion.

El restablecimiento del flujo sanguineo al intestino delgado resulta en un
acortamiento significativo de las vellosidades ®. En nuestro estudio se
observa que la altura de las vellosidades disminuye en el grupo de
reperfusiéon en el ileon en todos los grupos de tratamiento respecto al grupo
gue sOlo se le practica isquemia; aunque esta disminucion de la altura de la
vellosidad en el grupo de reperfusién no es menor que la del grupo control,

excepto para el grupo B2.

Resumiendo podemos decir que, si se comparan los resultados de la altura
de la vellosidad en ambos grupos de tratamiento: sin y con reperfusion,
dicho parametro morfométrico es mayor en todos los grupos respecto al
grupo control, excepto en el grupo B2 (isquemia de 60 minutos, tratamiento
con AAS vy reperfusién de 24 horas). Ello indica de forma global que el
tratamiento farmacologico con los farmacos estudiados conlleva una mayor
conservacion de la estructura de la vellosidad y por consiguiente menor

lesidn intestinal.

Las lesiones ocurrieron en su mayor parte en el ileon en el borde

antimesentérico *'®. Estos hallazgos son consecuentes con esos de Picazo
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et al. (2008) “* quienes informaron que el ileon fue la regién del intestino
delgado mas susceptible del intestino delgado en paciente con isquemia
mesentérica. Nuestro estudio no permite aportar un resultado concluyente a
este respecto por la disparidad de los datos observados en el estudio

morfométrico.

6.2.2 Anchura de la vellosidad

YEYUNO: exceptuando el grupo control, los resultados obtenidos muestran
mayor anchura para el grupo al que se le practico isquemia y no se le aplico

farmaco alguno en ambos grupos de reperfusion.

En un estudio realizado por Terezinha et al. en el afio 2013 ©?°® encuentran
que hay diferencias estadisticamente significativas en la anchura de las
vellosidades respecto al grupo control. Este dato no se objetivd en nuestro
caso en el que la anchura es menor en todos los grupos de isquemia y de
reperfusion, respecto al grupo control. A pesar de ellos se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos a los que se les
aplico farmaco (AAS 6 clopidogrel) y el grupo control (D-B1, D-C1, D-B2, D-
C2).

[LEON: Se observa una disminucién de la anchura de todos los grupos y
para ambos tiempo de estudio —tiempo 1 y 2- respecto al grupo control

excepto en el grupo C2, en donde es mayor.

Este hallazgo también contrasta con el dato que pone de manifiesto que la
anchura media de la vellosidad disminuye tras isquemia de 60 minutos y
aumento tras reperfusion de 24 horas; ambos datos comparados con el

grupo control 7.

6.2.3 Grosor total de la pared

YEYUNO: No se observan diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos tratados, independientemente del tiempo.
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Se puede destacar, que en el tiempo 1 es el grupo B1 el que presenta unos
resultados mas parecidos al grupo control; mientras que el tiempo 2 es el

grupo C2.

ILEON: No se observan diferencias estadisticamente significativas entre
ninguno de los grupos tratados para ambos tiempos. De los farmacos
utilizados en el estudio, es el grupo tratado con &cido acetilsalicilico el que

mantiene mayor grosor en el grupo que se realiza reperfusion intestinal.

Por otro lado, la media del grosor total de la pared es mayor en el grupo
control que en todos los grupos de isquemia y reperfusion, lo que explica
gue tanto la isquemia como la reperfusién suponen un dafio para la mucosa
intestinal que no mejora tras administrar farmacos desde el punto de vista

del grosor total de la pared.

En un estudio realizado por Boros et al. 2 se confirma que el grosor de la
pared disminuye con el tiempo de isquemia respecto al grupo control.
Observando una disminuciéon mayor tras 30 minutos de reperfusion. Este
dato se puede extrapolar a nuestros resultados; asi en el grupo que se
realiza simplemente isquemia y sin aplicacién de ningun farmaco el grosor
total de la pared disminuy6 respeto al grupo control (562,25 y 673 micras
respectivamente). Este parametro disminuyé mas aun, cuando al grupo de
similares caracteristicas se le reperfunde durante de 24 horas (526,83
micras). Comparando nuestros datos con los de la literatura, en donde las
lesiones seguidas de la reperfusion agravan las halladas después de la
isquemia ©%; de forma global, el grosor total de la pared es mayor en los
grupos que hay reperfusion que en los que no la hay. Este dato es claro y
permanente en el grupo tratado con clopidogrel, tanto en yeyuno como en
ileon. De esta manera, para el grosor total de la pared, la reperfusion supone
un efecto ventajoso para la lesiébn de la mucosa que ha sufrido isquemia-

reperfusion.
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6.2.4 Profundidad de las criptas

YEYUNO: No se observan diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos con o sin reperfusion. Del grupo que solo recibe isquemia,
destaca que la menor profundidad de las criptas es la del grupo tratado con
clopidogrel y la mayor profundidad de las criptas es la del grupo tratado con
acido acetilsalicilico. Este dato difiere del observado tras la reperfusion, en el
que la mayor profundidad corresponde al grupo que no se le aplica
tratamiento, seguido del grupo tratado con clopidogrel. Se puede asi
establecer que la reperfusion (a diferencia de lo comentado previamente
(59.209)y sypone una mejoria de los resultados de la profundidad respecto a la

isquemia por si misma.

[LEON: En nuestro estudio no hay diferencias estadisticamente significativas
haciendo una comparativa entre los grupos a los que se les practica la
isquemia, independiente del tiempo de reperfusion. No obstante, llama la
atencién, que en ambos grupos de reperfusion, los farmacos empleados,
tanto AAS como el clopidogrel, no suponen una mejoria en la medicién de

este parametro comparado con el grupo control.

Estos datos se contraponen con los publicados por Granger et al. ®® que
encuentra que las lesiones debidas a la reperfusion son mas manifiestas que
las debidas a la isquemia y que estos datos mejoran al administrar

sustancias como alopurinol y superéxido dismutasa

Por consiguiente, en nuestro estudio los parametros morfométricos no
empeoran en el grupo de reperfusion respecto al grupo de isquemia ni en
yeyuno ni en ileon. La administracion terapéutica de las moléculas
estudiadas solo permite observar una recuperacion de la profundidad de las
criptas con clopidogrel en yeyuno e ileon y con AAS solo en ileon. Aunque

en ningun caso los datos son mayores que el grupo control.

Haj et al. ®® en un estudio experimental encuentra que la administracién de

ozono incrementa la altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas
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en yeyuno y en ileon comparada con el grupo al que se le practica

isquemia/reperfusion sin aplicar ningun farmaco o sustancia.

6.2.5 Dafo histologico

YEYUNO: Se observan diferencias estadisticamente significativas, en el
grupo que hay reperfusion, entre el grupo tratado con acido acetilsalicilico y
el tratado con clopidogrel; este hecho confiere al grupo tratado con
clopidogrel un menor dafo lesional de la mucosa que el grupo tratado con
AAS. Esto también se observa en el grupo que no hay reperfusion (menor
dafio histolégico con clopidogrel que con AAS), sin haber diferencias

estadisticamente significativas en este grupo.

ILEON: En este segmento del intestino, el menor dafio histolégico de la
mucosa le corresponde al grupo tratado con &cido acetilsalicilico para un
tiempo de reperfusion de 24 horas, aunque no se observan diferencias

estadisticamente significativas (p= 0.089).

Se ha observado que el grado de lesion intestinal (segun la clasificacion de
Chiu) aumenta segun aumenta el tiempo de isquemia. De tal forma que para
un tiempo de isquemia de 60 minutos y sin reperfusion en una muestra de
fleon, la media del grado de lesion fue de 3,4 *?"). Este dato se asemeja al
obtenido en nuestro estudio en el ileon, en donde para un tiempo de
isquemia de 60 minutos y sin reperfusion en el grupo al que no se le aplicé
farmaco alguno, la media del dafio histologico fue de 4,06. Sin embargo para
el mismo tiempo de isquemia y 24 horas de reperfusion el dafio histolégico
fue menor (media de dafio histolégico 1,06). Lo que sugiere que la lesion

intestinal comienza a mejorar durante la reperfusion.

También se ha demostrado que inmediatamente después de un periodo de
isquemia de 20 minutos de duracion, hubo un aumento del grado de lesion
tisular relacionado con el incremento de la duracion de la isquemia. La media

del dafo histolégico para el grupo de isquemia de 60 minutos sin reperfusion
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fue aproximadamente 3,5 ®®Y: en este punto se puede percibir una similitud

con nuestros datos.

Haglind et al. ®°” observaron que las lesiones de grado 4-5 se encontraron
ya antes de la reperfusion, lo que indica que la hipoxia como tal es un
trauma suficiente para provocar dafio tisular. Este dato se confirma en los
resultados obtenidos, tanto en yeyuno como en ileon, que en los grupos que
solo se realiza isquemia, el grado de lesion es mayor (grado de dafo
histol6gico mayor de 2-3 en yeyuno y mayor de 4 en ileon) que en los grupos
en los que tras la isquemia, hay un periodo de reperfusion de 24 horas

(grado de dafio de lesion menor de 2 tanto en yeyuno como en ileon).

6.3 Futuros estudios

En la bibliografia revisada se observan que existen diversos estudios que
cuantifican la lesién tisular en el intestino en situaciones de bajo flujo o en
situaciones de isquemia-reperfusion. En ellos se informa de forma detallada
de la destruccidn de la pared intestinal y de la apariencia general de la
mucosa, sin hacer referencia a la capacidad regenerativa del epitelio ni
tampoco se destacan cambios en los distintos tipos celulares. Por ello, seria
interesante realizar estudios ulteriores en que se evaluara estos dos

aspectos.

Otra resefia podria ser la necesidad de estudios subsiguientes comparando
tiempos de revascularizacién dispares, como por ejemplo a las 48 y a las 72
horas; que complementaran el expuesto previamente; de tal forma que se

valorara la recuperacion de la estructura intestinal hasta la normalidad.

Por otro lado seria interesante conocer la accion de la administracion
conjunta de AAS y clopidogrel en un modelo de similares caracteristicas al
presentado previamente. Sin embargo, se ha observado que el tratamiento a
largo plazo con AAS puede disminuir la absorcion intestinal de clopidogrel
administrado por via oral a través de la regulacion de MDR1 #?: factor que

habria que tener en cuenta para estudios posteriores.

-177 -



Discusion

Desde otro punto de vista; seria interesante la utilizacion y combinacién con
farmacos nuevos, como el CS-747 (Prasugrel). Es un miembro de la familia
de las tienopiridinas que inhibe la agregacion plaquetaria de forma efectiva
administrado por via oral. El atractivo perfil preclinico de CS-747 demuestra
ser mas potente, actuar mas rapido y tener una mayor duracién de accion
que la ticlopidina y el clopidogrel. Tiene actividad antagonista del receptor
P2Y,, #2)

En la literatura, hay varias sustancias utilizadas a nivel experimental para
intentar mejorar la lesion intestinal secundaria a la isquemia/reperfusion.
Entre estas sustancias se incluyen: el factor de crecimiento epidérmico unido
a heparina, el cual administrado intraluminalmente reduce tanto la cantidad y
la severidad de la lesién en el intestino delgado por isquemia-reperfusion,
reduce la mortalidad asociada con isquemia intestinal y puede mejorar la

recuperacion intestinal %

. Este aspecto seria util para los subsiguientes
estudios de investigacion y asi poder llegar a mejorar el prondstico y la tasa

de morbi-mortalidad de la lesion intestinal por isquemia-reperfusion.
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7. Conclusiones

1. Tras un periodo de isquemia de 60 minutos e independientemente del
tiempo de reperfusion se producen dafios histolégicos a nivel de la mucosa

intestinal confirmados en el estudio morfométrico.

2. La administracién de AAS tiene efectos positivos en la conservacion del
grosor total de la pared tanto a nivel de yeyuno como de ileon, mas

acusados a nivel del ileon.

3. El empleo de AAS atenua la lesion de la mucosa intestinal a nivel del ileon

en el modelo de isquemia-reperfusion.

4. La administracion de clopidogrel permite conservar mejor la altura de la
vellosidad tanto en las muestras de yeyuno como de ileon tanto en un

modelo de isquemia como en un modelo de isquemia-reperfusion.

5. La administracion de clopidogrel conlleva menor dafio histol6gico en
yeyuno tanto para los grupos a los que no se les realiza reperfusion como

para aquellos con reperfusion de 24 horas.

6. Desde el punto de vista morfométrico, las lesiones producidas por una
isquemia de 60 minutos se atenuan tras 24 horas de reperfusion, tanto

espontaneamente como con la administracién de las moléculas.

7. Los parametros morfométricos que muestran un menor beneficio de la
administracion de las moléculas estudiadas son la anchura de la vellosidad y

la profundidad de las criptas.

8. En nuestro modelo experimental la isquemia-reperfusion se asocia a una

mayor mortalidad que la isquemia simple.

9. El clopidogrel disminuye de forma evidente la mortalidad en el periodo de

isquemia-reperfusion.
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