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RESUMEN

Se presenta un método para la cuantificacién
de las lesiones estructurales producidas en la
mucosa intestinal tras diferentes periodos de is-
quemia intestinal y revascularizacién. La téc-
nica presentada puede ser utilizada no sélo para
cuantificar las lesiones producidas por el feno-
meno de isquemia-revascularizacidn, sino, ade-
mas, para valorar la eficacia de los distintos tra-
tamientos que se utilizan en los estudios
fisiopatologicos de este sindrome. Los resulta-
dos obtenidos muestran que, como consecuen-
cia de la revascularizacion, se agravan las lesio-
nes producidas por la isquemia. Asi mismo, se
describen las lesiones observadas a nivel estruc-
tural y ultraestructural (microscopia electréni-
ca de barrido). Por ultimo, se ha podido ob-
servar que, cuando la isquemia mesentérica
aguda no se prolonga mas alla de 2 horas, la
mortalidad permanece inferior al 50 %.

QUANTIFICATION OF INTESTINAL LESIONS
PRODUCED BY REVASCULARIZATION

IN THE RAT: MORPHOMETRIC APPROACH

A method able to quantify the structural alte-
rations produced on the intestinal mucosa af-
ter different periods of ischemia followed by re-
perfusion is presented. This method is useful
not only to quantify the lesions produced by
the ischemia-revascularization phenomenon but
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also to test the efficacy of the different treat-
ments proposed for this physiopathological
syndrome. The results herein obtained demons-
trate worsening of the ischemia induced lesions
after revascularization. The structural and ul-
trastructural (scanning electron microscopy) al-
terations are reported. It has been observed that
mortality is lower than 50 % when the ische-
mic process lasted less than 2 hours.

El estudio de la isquemia mesentérica aguda (IMA)
en animales se remonta a los trabajos que Virchow
y Litten' (1875) realizaron en perros con el fin de
observar las modificaciones producidas en el intes-
tino tras la interrupcion brusca del flujo de la arte-
ria mesentérica superior. Desde entonces se han uti-
lizado diversos modelos experimentales en animales
para estudiar los factores que condicionan la evo-
lucidn de las lesiones producidas por la isquemia
mesentérica aguda®?. Tras observar en la clinica
que los primeros intentos de recanalizacion de los
vasos mesentéricos obstruidos se acompaiiaban de
un empeoramiento del cuadro general (Io que ha ve-
nido a denominarse «sindrome de revascularizacion
intestinal» —SRI—), estos modelos animales se han
vuelto a utilizar para estudiar la fisiopatologia de
dicho fendmeno®¢. Otro campo de aplicacion de
las técnicas de IMA y SRI experimentales se sitia
en el estudio de la fisiopatologia del shock, cuadro
que guarda estrecha relacion fisiopatoldgica con el
SRI™*,

La mayoria de los trabajos publicados se basan en
el ensayo de «procedimientos» o «sustancias» que
atenien el SRI, como medio indirecto para mejo-
rar el conocimiento de su fisiopatologia o en busca
de una aplicacién directamente terapéutica2’!,
Los animales mas comtnmente utilizados han sido
el perro y el gato, por ser su tamafio adecuado para
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la manipulacion de los vasos mesentéricos. Sin em-
bargo, su coste y los problemas que actualmente se
presentan con las leyes sobre proteccién de anima-
les hacen mas aconsejable trasladar este tipo de es-
tudios a los roedores (al menos en sus etapas inicia-
les). Con el uso de clips vasculares, la técnica
quirtrgica en la rata resulta comoda y facil de es-
tandarizar.

Junto al modelo experimental, resulta muy impor-
tante disponer de uno o varios parametros que per-
mitan valorar las modificaciones introducidas en
aquél por los diversos «tratamientos» ensayados. En
un trabajo previo'? presentamos los resultados del
porcentaje de mortalidad en las primeras 48 h. En
éste, se analiza la utilidad de un método paramétri-
co de valoracion de la intensidad de las lesiones que
permite estudios «semicuantitativos» y una adecua-
da comparacidn de resultados, asi como de la mi-
croscopia electronica de barrido (MES) aplicada al
estudio de la mucosa intestinal.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se ha llevado a cabo en ratas Sprague-Dawley de am-
bos sexos (200 g de peso) facilitadas por el estabulario de la Fa-
cultad de Medicina y Odontologia de la Universidad del Pais Vas-
co. Los animales han estado sometidos a condiciones constantes
de temperatura, ritmo luz/oscuridad y libre acceso a la comida
(A04 de Panlab S.L.) y al agua.

Con el fin de evitar las posibles variaciones debidas a los ritmos
bioldgicos de fos animales, las experiencias se realizaron siem-
pre entre las 9 y las 13 horas. Previa anestesia con nembutal (pen-
tobarbital sddico, Serva) al 1,5 % (35 mg/kg), se practico lapa-
ratomia media y, tras abrir el retroperitoneo, se diseco y pinzé
la arteria mesentérica superior. La anulacion del riego intestinal

se comprobo observando el cese del latido en los vasos intesti-
nales. La pared abdominal se cerré con sutura continua de seda
000. Una vez hubo transcurrido el periodo de isquemia, y tras
comprobar la eficacia de la misma y las alteraciones macrosco-
picas existentes, se retiro el c/ip y se investigé la recuperacion de
los latidos en territorio mesentérico. La herida laparotomica se
cerrd con puntos sueltos de seda 00. En todo momento se cum-
plieron las normas de la Draft Convention for the Protection of
animals used for Experimental Purposes.

La primera parte del trabajo ha consistido en seleccionar los tiem-
pos de isquemia y de revascularizacion dptimos para el estudio
de las lesiones producidas en 1a mucosa. Para ello se han utiliza-
do cuatro grupos de 18 animales a los que se ha sometido a 15,
30, 60 y 120 min de isquemia, respectivamente. Dentro de cada
grupo, los animales se han sacrificado en grupos de tres; se co-
menzo al concluir el periodo previsto de isquemia y se continud
a los 10 min, 30 min, 60 min, 4 h y 24 h respectivamente. Como
grupo control se han utilizado 6 animales sometidos a idéntica
manipulacion quirirgica y se ha omitido el pinzamiento vascular.
En la segunda, destinada a probar la utilidad de nuestra técnica
de cuantificacidn, se han utilizado 3 lotes de 10 animales a los
que se ha sometido respectivamente a: a) 30 min de isquemia y
30 de revascularizacion, b) 120 min de isquemia y 30 de revascu-
larizacion y ¢) 150 min de isquemia.

Una vez sacrificado el animal, y previa perfusion esplacnica con
suero fisioldgico heparinizado y glutaraldehido al 2,5 %, se pro-
cedié a extraer los 7 ¢cm ultimos del ileon, seccionandolos en
7 fragmentos: seis de ellos, una vez fijados con Bouin, se inclu-
yeron en parafina; el séptimo se fijoé con glutaraldehido y se pro-
ceso para microscopia electronica del barrido. En los animales
no revascularizados se omitié la perfusién.

La valoracién de la intensidad de las lesiones se llevo a cabo me-
diante un método original disefiado en nuestro laboratorio (fig. 1).
Las 6 secciones consecutivas de ileon se incluyen en un mismo
bloque de parafina del que se obtienen tres secciones histoldgi-
cas de 5 micras de espesor (separadas entre si por 1-2 mm), que
se colocan en un Gnico porta y se tiien con hematoxilina-eosina.
En cada animal se contabilizan el niimero de regiones que pre-
sentan dafio grave de la mucosa en alguna de las tres secciones
histoldgicas correspondientes a cada regién. De esta manera se
obtiene un indice lesional que oscila entre 0 y 6. Se ha conside-
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Fig. L Esquema de preparacion de las muestras para establecer el grado de lesion y el indice de preservacion.
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Figs. 2a y 2b. Aspecto histoldgico que presenta la mucosa intes-
tinal. En la figura 2a se aprecia una mucosa intestinal conserva-
da en la que, a pesar de observarse signos de isquemia intestinal
fedema y aplanamiento de vellosidades, espacio subepitelial de
Gruenhagen, etc.), se conserva la mucosa intestinal. En la figura
2b existe una grave desestructuracion de la mucosa.

B gy £ A s
Fig. 3. Aspecto de las placas de Peyer cuya aparicion es cons-
tante a los pocos minutos de iniciarse la isquemia.

rado dafo grave la presencia de una zona de desestructuracion
de las vellosidades o la denudacion epitelial de la mucosa (figs.
2a y 2b). Con el fin de disminuir los errores subjetivos, el estu-
dio de las muestras se ha realizado por dos observadores inde-
pendientes tras sustituir los identificativos de las preparaciones
por una numeracion aleatoria. Dada la buena concordancia exis-
tente entre los dos juegos de medidas (test de concordancia de
Kendall), la media de cada par de mediciones se adoptd como
indice lesional de cada animal.
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El indice de lesion correspondiente a cada grupo experimental
se obtuvo calculando la media aritmética.

El indice de preservacion se obtuvo restando de 6 (puntuacion
lesional mdxima) el indice de lesidn, y dividiendo a su vez este
valor por seis (mdxima puntuacion de preservacion).

Las piezas fijadas con glutaraldehido se procesaron siguiendo
la técnica de Muratami modificada: impregnacion con dcido ta-
nico, tincion con tetradxido de osmio, deshidratacion gradual con
acetona, desecacion por punto critico. Tras fragmentar y dorar,
las piezas se estudiaron en un microscopio electronico de barri-
do JEOL JSM35C.

Considerando que cada serie experimental constaba de 60 pie-
zas histologicas que podian presentar o no una determinada cua-
lidad (una zona de mucosa gravemente danada), el analisis esta-
distico se ha llevado a cabo mediante el test de x*. Se han
considerado diferencias estadisticamente significativas los valo-
res con p < 0,05.

RESULTADOS

Con respecto a la serie de experiencias orientadas
a definir un periodo 6ptimo de isquemia y revascu-
larizacion para el estudio de las lesiones produci-
das por dichos procesos, se han constatado las si-
guientes observaciones:

1. A nivel macroscdpico, las lesiones han presenta-
do un cardcter discontinuo (parcheado) siendo mads
intensas y frecuentes en las porciones terminales del
ileon. Las primeras modificaciones llamativas del in-
testino han aparecido a los 15 min de pinzar la ar-
teria mesentérica superior: palidez y dilatacion de
las asas que progresivamente van adoptando un tinte
ciandtico. Junto a ello, y desde los primeros momen-
tos, las placas de Peyer adquieren un aspecto hiper-
trofico y una apariencia prominente en la serona del
intestino isquémico (fig. 3).

Al restaurar el flujo mesentérico se acumula en la
luz intestinal un exudado sanguinolento mezclado
con abundante moco, a la par que el intestino ad-
quiere una coloracion negro-rojiza. Durante esta fase
de la experiencia persiste la protrusion de las pla-
cas de Peyer.

2. A nivel microscopico, en todos los grupos expe-
rimentales se ha objetivado la presencia constante
de alteraciones en la pared intestinal: engrosamien-
to y acortamiento de las vellosidades intestinales,
edema de las vellosidades, dreas de descamacion epi-
telial, aumento del nimero de mitosis en el epitelio
de las criptas glandulares e hipetrofia de las pla-
cas de Peyer (tanto de su centro germinativo como
del manto linfocitario), que se extiende ampliamente
por el tejido conectivo de la submucosa desdibujan-
do las vellosidades adyacentes.

Estas alteraciones se han presentado de manera
constante con caracter discontinuo, sin ningtin pa-
tron de localizacion definido. Por otra parte, su ex-
tension, numero e intensidad aumentan al incremen-
tar el tiempo de isquemia, aunque coexisten en el
mismo animal lesiones de muy distinta intensidad.
Al reanudarse el flujo mesentérico se acentua el en-
grosamiento y acortamiento de las vellosidades, asi
como la infiltracion linfoide de la pared (que se ex-
tiende hasta la mucosa). También puede apreciarse
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TABLA 1. Comparacion de las lesiones observadas
en los animales sometidos a diferentes tiempos
de isquemia y revascularizacion

Revascularizacion
Isquemia =
o l 1’ ‘ 30 ] 6’ J 4 h J 24 h
15’ 15 33 42 24 21 12
o 24 39 39 18 27 27
60’ 24 45 33 45 27 21
1200 15 33 42 27 21 12

que las areas de denudacidn epitelial coinciden con
placas de Peyer hipertroficas.

En conjunto pudo observarse que, a nivel mucoso,
la simple isquemia provoco dafios minimos, mien-
tras que la revascularizacion —incluso a tiempos
muy cortos (10 min)— provocoé un gran aumento de
las lesiones. Sin embargo, transcurridas 24 h de la re-
vascularizacién, se observo cierta tendencia a la
disminucidn de las lesiones en los animales que so-
brevivieron. La mortalidad fue elevada (mas del
50 % después de 24 h de la revascularizacion) en
los animales sometidos a 120 min de isquemia. Con
tiempos menores, la mortalidad a las 24 h fue infe-
rior al 50 %.

Los estudios morfométricos mostraron que las le-
siones mas notorias tuvieron lugar entre los 10 y los
30 min de revascularizacion (tabla I), para luego en-
mascararse en los tiempos de 60 min a 24 h debido
a que solo se podian valorar los animales supervi-
vientes, con lo cual se introducia un error en el mues-
treo.

Las alteraciones debidas a la revascularizacion pa-
recen no estar inicialmente ligadas al tiempo que
durd la isquemia (tabla I: columna de 10 y 30 min),
e igualmente es dificil discernir las diferencias entre
los efectos provocados por 10 o 30 min de revascu-
larizacion. Por ello, se decidié ampliar la muestra
experimental para comprobar si realmente existia
una diferencia en el tiempo de duracion de la isque-
mia en relacion con el efecto lesivo que provoca la
revascularizacion.

4. La valoracion semicuantitativa de las lesiones in-
testinales, realizada en los tres grupos que consti-
tuyeron la segunda experiencia, otorgd a los anima-
les sometidos a 150 min de isquemia un indice
lesional de 1,3. En cambio, en aquellos sometidos
a 120 min de isquemia y 30 min de revasculariza-
cion, este indice alcanzo 2,4, diferencia que estadis-
ticamente es significativa (p < 0,05). O, dicho en
términos relativos, la reperfusion del intestino tras
2 h de isquemia provoca un aumento del 84 %

Fig. 4. Microscopia electronica de barrido. Se observa una
abundante secrecion de las células mucosas e infiltracion de
elementos linfoides en las vellosidades.

en el indice lesional (tabla II). Viéndolo de otro
modo, se puede considerar que la preservacion de
la mucosa se reduce en un 77 % por el hecho de re-
vascularizar el intestino (tabla II).

Por otra parte, los animales sometidos a 30 min de
isquemia y 30 min de revascularizacion presentaron
un indice lesional de 1,7 que no se diferenciaba sig-
nificativamente del de los animales sometidosa 2 h
de isquemia y 30 min de revascularizacion.

5. El estudio con el microscopio electronico de ba-
rrido confirmd las observaciones realizadas median-
te microscopia convencional, fundamentalmente la
distribucion heterogénea de las lesiones, su mayor
intensidad en los animales revascularizados, asi
como la infiltracion del tejido conectivo submuco-
so por células esféricas de superficie vellosa, que pa-
recen corresponder a linfocitos (fig. 4).

DISCUSION

La experiencia clinica y experimental demuestra que
durante la isquemia mesentérica se producen una se-
rie de alteraciones que se agravan al restaurarse la
circulacién sanguinea*!'3",

Los hallazgos de nuestra experiencia, tanto a nivel
macroscopico como microscopico, coinciden con los
descritos previamente por otros autores>>’. El pro-
blema surge al intentar comparar la gravedad o in-
tensidad de dichos hallazgos. El caracter disconti-
nuo y la variabilidad que presentan las lesiones han
sido la causa de que las valoraciones en torno a la
gravedad de las mismas se hayan hecho de manera
subjetiva, de modo que resulta dificil comparar los
resultados de distintos grupos de investigadores.

TABLA II. Comparacion del indice lesional y de preservacion en los animales sometidos a 10’ de isquemia y los
sometidos a 120" de isquemia seguida de 30" de revascularizacion

Indice lesional Dano relativo J Indice de preservacion J Preservacion relativa
Isquemia
+ revascularizacion 150 min Ly 0,78 |
Isquemia
+ revascularizacion 120/ 30 min 2.4 0.6 0,77
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Es verdad que Chiu et al? ya propusieron una es-
cala lesional, pero dicha escala sélo es aplicable a
lesiones individuales y no al conjunto de lesiones
presentes en un animal.

Nuestro grupo se propuso idear un método morfo-
métrico que permitiera traducir la intensidad de las
lesiones en un parametro cuantitativo susceptible de
ser manipulado estadisticamente. Dicho pardmetro
debia englobar el niimero, tamafio y profundidad de
las lesiones presentes a lo largo del intestino. Des-
de ese punto de vista el método Sptimo seria el es-
tudio anatomopatoldgico de toda la longitud intes-
tinal y la valoracién del didmetro y profundidad de
cada una de las lesiones individuales. Sin embargo,
lo tedioso de la técnica la haria dificilmente viable.
El método propuesto en este trabajo tiene en cuen-
ta la variabilidad, aleatoriedad y mayor concentra-
cion lesional en ileon terminal?*, por lo que pue-
de considerarse ventajoso frente a los métodos
netamente subjetivos. Sin embargo, es cierto que
presenta algunos inconvenientes, como son el no
aportar el nimero absoluto o la concentracién de
zonas lesionadas por unidad de superficie sino una
cifra mds o menos proporcional y el no distinguir
valores como superficie o profundidad media de las
lesiones. Con todo, su cardcter paramétrico permi-
te estudios o valoraciones semicuantitativos y la apli-
cacion de tests estadisticos, ventajas que justifican
su eleccién en estudios lesionales de la mucosa en
el sindrome de revascularizacién intestinal.

Con respecto a los resultados obtenidos mediante
la aplicacién del método morfométrico descrito,
pueden hacerse algunas consideraciones de interés.
El hecho de que a los 150 min de haberse interrum-
pido el flujo mesentérico el grado de lesién sea ma-
yor en los animales revascularizados (120 min de is-
quemia + 30 min de revascularizacién) que en los
que perdura la isquemia, constata las valoraciones
subjetivas realizadas por otros autores en torno a
esta cuestion%!s,

Por otra parte, este trabajo ha puesto de manifiesto
que a los 30 min de revascularizar el intestino, el gra-
do de lesién no muestra variaciones en funcién del
tiempo previo de isquemia (al menos entre los 30
y los 120 min). Nosotros no hemos encontrado nin-
guna referencia en este sentido en la bibliografia
consultada.

En general, hemos podido observar que no es posi-
ble establecer una correlacién estricta entre el gra-
do de lesion y la duracién de la isquemia, ya que
en unas ocasiones aparecen grandes lesiones con
poco tiempo de isquemia y, en otras, lesiones leves
con un tiempo de isquemia elevado.

Estas diferencias han sido atribuidas a factores me-
canicos, bioquimicos y hormonales intercurrentes
con el accidente de la isquemia®'’. Se ha demostra-
do, ademads, que el contenido quimico y bacteriano
del intestino ejerce efectos importantes sobre la ra-
pidez de la necrosis consecutiva a oclusién de la ar-
teria mesentérica superior!d2,
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La influencia de factores intercurrentes, como la gra-
vedad, la posicion del asa antes del episodio isqué-
mico, se ve también reforzada por los resultados de
nuestra experiencia, ya que los lotes de animales fue-
ron seleccionados con homologia de raza, peso y
dieta, y, sin embargo, presentaron diferentes grados
de lesion tras idénticos tiempos de isquemia. En
nuestro trabajo, las alteraciones debidas a la revas-
cularizacion parecen no estar ligadas al tiempo de
isquemia e igualmente es muy dificil discernir las
diferencias entre los efectos provocados por 10 y 30
min de revascularizacion. Si se aprecia que, si bien
las lesiones se agravan rapidamente al reanudarse
el flujo (30 min), la recuperacién es mucho mds len-
ta, y todo parece indicar que se inicia a los 30-60
min de haber repermeabilizado los vasos.

Otros autores han publicado que la normalizacién
de la mucosa intestinal en la rata, tras un periodo
isquémico de 1 h, se produce a las 48-72 h!s:6,
Cuando el periodo isquémico se prolongé hasta las
3 horas, la recuperacion estructural ad infegrum tan-
to de la vellosidad como del epitelio que lo cubre,
podia prolongarse hasta una semana en aquellos
animales que sobrevivian®. La explicacién a este
patrén cronoldgico hay que buscarla en la peculiar
fisiopatologia de este sindrome, campo que en la ac-
tualidad es objeto de numerosos estudios y que ex-
cede los limites marcados para nuestro trabajo.
Los estudios con MES no proporcionaron informa-
cién adicional sobre la morfologia de las lesiones
y resultaron de utilidad tinicamente como consta-
tacion de las observaciones realizadas con la micros-
copia convencional.
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