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Resumen

Se ha investigado la relacién existente entre la reaccion lin-
foide producida cn cl sindrome de revascularizacion intestinal
(SRI) y las lesiones mucosas caracteristicas del mismo. En
un modelo experimental en rata se han valorado ¢l grado le-
sional, la respuesta regenerativa y la secrecién mucosa tras
tres tratamientos diferentes: esplenectomia, dexametasona y
ciclosporina A (CsA). La dexametasona ha producido un cla-
ro agravamiento de los pardmetros valorados. La esplenccto-
mia ha presentado resultados poco significativos. El tratamien-
to con CsA ha producido una clara mejoria en los tres aspec-
tos considerados. Se postula la participacion de células de es-
tirpe linfoide (posiblemente «Natural Killer») en la génesis de
las lesiones mucosas del SRI.

Palabras clave: Sindrome de revascularizacion intestinal. Lin-
Jocitos. Corticoides. Esplenectomia. Ciclosporina.

Abstract

The relationship between Iymphoid reaction in intestinal re-
vascularization syndrome (IRS) and its characteristic muco-
sal lesions was studied. The lesion grading, regeneration
response and mucous secretion was assessed in an experi-
mental model on the rat, following three different treatments:
splenectomy, dexametasone and cyclosporin A (CsA). Dexa-
metasone induced marked worsening of the parameters under
study. Splenectomy showed scarcely significant results. Cs A
treatment induced a noticiable improvement of the three
aspects under consideration. The participation of lymphoid
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cells (possibly «Natural Killer Cells») in the production of the
mucosal lesions in IRS has been suggested.

Key words: [ntestinal revaseularization syndrome. Lymphocy-
tes. Corticoids. Splenectomy. Cyclosporin.

Introduccidon

La isquemia mesentérica aguda ofrece un interesan-
te campo de experimentacion por lo intrincado de su
fisiopatologia y por su indudable importancia clinica
para el cirujano. En ella se pueden distinguir dos as-
pectos: la patogenia de las lesiones locales y la fisiopa-
tologia de las repercusiones generales o sistémicas'-2.
Estas ultimas, aunque inducidas por la agresion local,
una vez iniciadas parecen seguir un curso propio y, has-
ta cierto punto, independiente**.

Nuestro interés se ha centrado en los aspectos loca-
les, especialmente a raiz de la nueva etapa abierta con
la incorporacion de los radicales libres de oxigeno a la
patogenia de las lesiones por revascularizacion de or-
ganos isquémicos?.

En las series de animales utilizadas para perfilar
nuestro modelo quirtrgico de isquemia mesentérica
aguda observamos la presencia constante de placas de
Peyer hipertroficas y una infiltracion linfoide del teji-
do conectivo en zonas alejadas de las placas de Peyer,
sin que aumentaran los linfocitos intraepiteliales®. Este
patron histologico nos ha sugerido una reaccion com-
binada de los diferentes tipos de linfocitos descritos
como constituyentes habituales de la mucosa intesti-
nal’.

La precocidad de esta reaccion, su exacerbacion du-
rante la fase de revascularizacion y la similitud de las
lesiones observadas con las que se describen por accion
inmunologica® nos han hecho pensar en una posible
asociacion entre la citada reaccion linfoide y la patoge-
nia de las lesiones mucosas del sindrome de revascula-
rizacion intestinal (SRI).
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Por eso, el propésito de este trabajo ha sido estu-
diar las consecuencias que un entorpecimiento de la
reaccion linfoide puede tener sobre las lesiones del in-
testino isquémico sometido a revascularizacion. Para
esta manipulacion se ha previsto recurrir a tres meca-
nismos diferentes: uno mecanico (via esplenectomia),
otro inespecifico (corticoides) y otro altamente sclecti-
vo (ciclosporina A).

Material y métodos

El estudio se ha llevado a cabo en ratas Sprague-
Dawley de ambos sexos (200 g de peso) suministradas
por el estabulario de la Facultad de Medicina y Odon-
tologia de la Universidad del Pais Vasco. Los animales
han estado sometidos a condiciones constantes de tem-
peratura, ritmo luz/oscuridad y libre acceso a la comi-
da (A04 de Panlab, S. L.) y al agua.

Con el fin de evitar las posibles variaciones debidas
a los ritmos bioldgicos de los animales, las experiencias
se han realizado siempre entre las nucve y las trece ho-
ras. Previa anestesia con pentobarbital sodico (35 mg/kg),
se practicé laparotomia media y, tras abrir el re-
troperitoneo, se diseco y grapo la arteria mesentéri-
ca superior. La anulacidn del riesgo intestinal se com-
probé apreciando el cese del latido en los vasos intes-
tinales. La pared abdominal se cerré con sutura conti-
nua de seda 000. Dos horas después,’y tras comprobar
la eficacia de la isquemia y las alteraciones macrosco-
picas existentes, se retiro el clip y se investigd la recu-
peracion de los latidos en territorio mesentérico. La he-
rida laparotomica se cerrd con puntos sueltos de seda
00. En todo momento se cumplieron las normas de la
Draft Convention for the Protection of animals used
for Experimental Purposes.

Se han utilizado un total de 50 animales de los que
10 constituyeron el grupo control (I); el resto fueron
sometidos a ciento veinte minutos de isquemia. De és-
tos, 10 no recibieron tratamiento alguno (1), 10 reci-
bieron una dosis de dexametasona (6 mg/kg i.p.) a los
sesenta minutos de instaurarse la isquermia (111), 10 fue-
ron tratados con ciclosporina A (CsA) (20 mg/kg i.p.)
la vispera y cuatro horas antes de iniciar la isquemia
(IV) mientras que los 10 restantes fueron esplenecto-
mizados inmediatamente antes de restaurarse el flujo
mesentérico (V).

Tras sacrificar Jos animales a los treinta minutos de
retirar el grapaje, se procedio a extraer los seis Gltimos
centimetros del ileon terminal. La pieza obtenida se di-
vidio en seis fragmentos que se incluyeron en parafina.

Estudios estructurales

Sobre cortes histologicos tenidos con H-E y median-
lc una técnica semicuantitativa previamente descrita®,
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sc ha calculado ¢l grado de lesion intestinal en cada ani-
mal.

Valoracion de la regeneracion epitelial

Se han utilizado dos técnicas complementarias: re-
cuento de figuras mitéticas sobre tinciones de H-E (ni-
mero promedio por fondo glandular), y cuantificacion
citofotométrica del DNA nuclear sobre tinciones de
Feulgen (microespectrofotometro UMSA-0,5, Carl
Zeiss).

Actividad mucosecretora

La densidad numérica de células caliciformes se ha
determinado contando su numero en una longitud tipo
de epitelio, y se ha especificado como densidad celular
por vellosidad. Esta estimacion se ha realizado con un
microscopio de platina movil motorizada, controlada
por microprocesador. Para estimar la concentracion de
moco ¢n los cortes histologicos se ha medido la con-
centracion de azucares terminales mediante citofoto-
metria sobre tincion de PAS.

Estudios estadisticos

El andlisis estadistico de los resultados se ha realiza-
do mediante e! test de chi-cuadrado y la t de Student.
Se han considerado diferencias estadisticamente signi-

ficativas a los valores con p <0,05.

Resultados
Estudio estructural

El estudio semicuantitativo del grado lesional de la
mucosa ha producido los siguientes resultados: grupo
control, 2,4; dexametasona, 4,9; CsA, 1,1; y esplenec-
tomia 1,8. El anilisis estadistico de estos resultados (ta-
bla I) ha demostrado que tan solo la CsA logré dismi-

Tabla 1

Resultados de la comparacion del grado kesional mediante La prueba de
chicuadrado

Normal  Lesi6n Y p
Isq. + revasc. 36 24 -~ -
Dexametasona H 49 21.86 <0,01
Esplenectomia 42 18 1,32 ns
Ciclosponina A 49 11 6.82 .<0,05




nuir de forma significativa el grado de lesion. Por el
contrario, las lesiones de los animales tratados con de-
xametasona sufrieron un agravamiento significativo.

Regeneracion epitelial

El recuento del indice mitético ha proporcionado los
resultados que sc expresan en la tabla 1. Este indice
estd significativamente aumentado en el grupo control.
Los animales tratados con dexametasona o esplenecto-
mia presentan un indice mitotico significativamente in-
ferior al del grupo control y que no se diferencia de los
animales normales. En cambio, en el caso de los ani-
males tratados con CsA, existe un aumento en este in-
dice que, si bien no muestra diferencias estadisticamen-
te significativas con el grupo control, tampoco lo hace
con los animales normales.

Los resultados de la cuantificacion citofotométrica
del DNA nuclear se recogen en la tabla I1I. Todos los
animales sometidos a isquemia y revascularizacion (con
o sin tratamiento asociado) presentan un aumento en
el contenido medio de DNA nuclear; sin embargo, di-
cho aumento es menor en aquellos animales tratados
con CsA o sometidos a esplenectomia. El contenido
medio en DNA de los animales tratados con dexame-
tasona no muestra diferencias significativas frente al
grupo control,
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Actividad mucosecretora

En la tabla IV se recogen los resultados del recuento
de células caliciformes por fondo glandular. Tras la is-
quemia-revascularizacion no se aprecian variaciones
significativas en el nimero de células caliciformes. Por
el contrario, tanto los animales tratados con CsA como
los sometidos a esplenectomia presentan un aumento
significativo en el nimero de células caliciformes por
fondo glandular. La dexametasona no ha modificado
este parametro.

En cuanto al contenido de secrecion mucosa (esti-
mado en funcion de la concentracion de azicares ter-
minales) el modelo experimental utilizado no ha pro-
ducido variaciones significativas. Sin embargo, los tres
tratamicntos ensayados han aumentado significativa-
mente este parametro (tabla V). Este aumento es espe-
cialmente significativo en el caso de la esplenectomia.

Discusion

Los estudios sobre la fisiopatologia de la isquemia-
revascularizacion intestinal se han venido centrando
durante los ultimos anos en el papel que indudablemen-
te juegan los radicales libres. Algunos autores® ! han
propuesto que estos radicales constituyen la via efec-
tora de una respuesta inflamatoria aguda mediada fun-

Tabla 11

Indice mitético de cads serie experimental y su comparacién con
animales normales y con & grupo control

Tabls IV

Densidad celular por vellosidad, expresada en nimero de
clulas/bnagirud tipo

: DS P P P )

Ind. mit. frente 8 frente = N.* DS frente a  frente a

normal  Isq. ¢ rev. células normal  {sq. + rev.
Normal 0,65 0,24 - - Normal 24,00 6,37 — -
Isq. + revasc. 0,95 0,28 <0,05 - Isq. + revasc. 31,60 12,28 ns -
Dexametasona 0,57 0,21 ns <0,05 Dexametasona 32,24 8,92 ns ns
Esplencctomia 0,77 0,24 ns <0,05 Esplencctomla 38,32 7,08 <0,01 ns
Ciclosporina A 0,80 0,27 ns ns Ciclosporina A nn 6,13 <0,05 ns

Tabia 111 Tabls V

Contenido medio en DNA de las céulas epiteliales expresado en
unidades arbitrarias de DNA-Feulgen

Coocentracién de anicares terminales en e moco de las vellosidades
intestinales

Coantenido DS frente a frenp(e a |Anicar} DS frcnp(c a frenp(c &
DNA normal  isq. ¢ rev. normal  isq. ¢ rev.
Normal 46,48 18,17 - - Normal 9.31 3133 - -
Isq. + revasc. 7739 3;8.87 <0,01 - Isq. + revasc. 6,66 3,67 ns -
Dexametasona 93,14 89.38 <0,01 ns Dexametasona 13,66 4,32 ns <0,05
Esplenectomia 56,52 3N <0,01 <001 Esplenectomia 13,80 2,21 <0,05 <0,05
Ciclosponna A 64,29 %5.66 <0,01 <0,01 Ciclosporina A 13,52 3,80 ns <0,05

i
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damentalmente por los ncutrofilos. Durante Ly puesta
a punto de nuestro modelo quirdrgico nos llamo la aten-
cion la hipertrofia de las placas de Peyer y la infiltra-
cion linfoide que presentaba cl intestino durante ¢l pro-
ceso de isquemia, asi como su exacerbacion tras la re-
vascularizacion. Esto nos llevo a incluir dentro de la hi-
potesis fisiopatologica no solo a los neutrofilos y su pro-
duccion de radicales, sino también a células de estirpe
linfoide, que scrian activadas por las modificaciones
biqquimicas inducidas en el medio intersticial por los
radicales libres.

De acuerdo con esta hipotesis la dexametasona se
ha utilizado por sus acciones generales antiinflamato-
rias: estabiliza las membranas lisosdmicas y deprime la
citolisis inmunodependicnte, las acciones mediadas por
inmunocomplejos, las reacciones de hipersensibilidad
retardada y las propias células K citotoxicas.

La esplenectomia ha perscguido producir una cierta
deplecidn linfoide aguda que de alguna manera evite
o dificulte el reclutamiento de linfocitos en la mucosa
intestinal. Mientras que la CsA se ha elegido por su co-
nocido efecto supresor sobre los linfocitos T citotoxi-
cos. De esta manera los tres tratamientos deberian dis-
minuir los efectos locales del SRI.

La utilidad de la estimacion semicuantitativa del gra-
do de lesion mucosa ha sido previamente discutida®.
En cambio, los otros parametros valorados no s¢ ha-
bian usado con anterioridad en el sindrome de revas-
cularizacion intestinal. La actividad mucosecretorayla
respuesta regenerativa del epitelio intestinal tienen un
doble significado: a) como reacciones que son a un es-
timulo irritativo pueden ser un indice relativo de éste;
b) a su vez, su disminucion o abolicion puede traducir
un dafio tisular excesivo.

Los resultados obtenidos no se han adecuado plena-
mente a nuestras ideas iniciales. El empeoramiento del
grado lesional en los animales tratados con dexameta-
sona, si bien no previsto, tampoco resulta excesivamen-
te sorprendente si se tiene en cuenta la gran variedad
de efectos atribuidos a los esteroides'!. Sin embargo,
la escasez de datos obtenidos en la revision bibliogra-
fica no nos ha permitido esbozar una teoria fisiopato-
logica que lo justifique.

Mas llamativos han sido los resultados obtenidos con
la CsA. Su accidn positiva no podemos explicarla por
un efecto general antiinflamatorio ni por la deplecion
linfocitaria (vistos los resultados de la esplenectomia).
Por tanto habria que concluir que; a) la inmunosupre-
sion especifica inducida por la CsA es responsablc del
mejoramiento de las lesiones, o bien b) la CsA ejerce
una accion directa, independicnte del sistema inmuni-
tario.

El c¢fecto mas conocido de la CsA es su inhibicion
de los linfocitos T ¢n su respuesta de rechazo del in-
jerto. Sin embargo, dada la precocidad del fenomeno
lesional, no parece probable que sca éste el mecanismo
de accion en nuestro caso. Ahora bien, existen datos
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acerca de la capacidad de la CsA de inhibir la activi-
dad «Natural Killer» merced a su bloqueo de la sinte-
sis de interferon y de interleukina 11'2. Teniendo en
cucnta que las células NK no requiecren de estimula-
cion antigénica previa, esta posible via de accion me-
rece ser considerada con atencion. En cualquier caso,
para poder ofrecer una explicacion consistente al efec-
to beneficioso de la CsA en el SRI resulta necesario rea-
lizar nuevos cnsayos con tratamientos que «disequen»
las diferentes acciones de este farmaco.

El estudio de la actividad regenerativa cpitelial ha
permitido afinar los datos obtenidos con la valoracion
del grado lesional. En el grupo control el aumento tan-
to dcl numero de mitosis como de células en fase de
sintesis, traduce la respuesta normal frente a una agre-
sion'?, También es logico que al acentuarse la agresion
(animales tratados con dexametasona) la respuesta re-
generativa sea mas dificil; esto se manifiesta por una
disminucion del nimero de células que, a los treinta mi-
nutos de revascularizar el intestino, han alcanzado la
fase de mitosis. Pero, al ser mayor la agresion, también
es mayor el numero de células que intentan la division
celular (fase S), aumentando por lo tanto el contenido
medio de DNA.

En contraposicion, los animales sometidos a esple-
nectomia presentan una disminucion en ¢l nimero de
mitosis, que se acompana de un menor contenido me-
dio en DNA. Esto puede interpretarse como que la le-
sion mucosa es menos intensa (aunque esta mejoria no
se manifieste en el grado lesional) y, por tanto, tam-
bién es menor la respuesta regenerativa. O bien, po-
dria considerarse que la esplenectomia no s6lo no me-
jora el grado lesional, sino que también frena de ma-
nera global la respuesta regenerativa del epitelio intes-
tinal frente a la agresion isquémica.

En el caso de los animales tratados con CsA el des-
censo experimentado por la respuesta regenerativa
puede considerarse consecuencia logica de una menor
agresion epitelial.

El aumento de la secrecion mucosa en el intestino es
una respuesta inespecifica a los estimulos irritativos'*.
Sin embargo, ¢l daiio provocado por la isquemia y re-
vascularizacion han frenado esta respuesta. En los ani-
males tratados con dexametasona pudo observarse el
mismo fendmeno, lo cual es 16gico si consideramos que
este tratamiento, lejos de mejorar el cuadro, lo ha em-
peorado. Por ultimo, tanto la esplenectomia como la
CsA han permitido, en el intestino danado, la recupe-
racion de la respuesta mucosecretora.

Conclusiones

Desde un punto de vista metodologico puede con-
cluirse que el estudio de la actividad mucosecretora y
regenerativa epitelial son prucbas que aportan pocos



datos en la valoracion de la intensidad de las lesiones
en el SRI.

El tratamicnto con CsA (a las dosis empleadas) de-
termina una disminucion de las lesiones provocadas
por la isquemia y revascularizacion intestinales. Este
efecto se acompana ademds de la normalizacion del in-
dice mitdtico y del contenido medio en DNA del epi-
telio, y no interfiere en la reaccion de hipersecrecion
de las células mucosas. Los resultados obtenidos en este
trabajo parecen indicar la participacion de células lin-
foides (probablemente NK) en el agravamiento de las
lesiones provocado por la revascularizacion del intest-
no isquémico.
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