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ESTUDIO DE DAÑO  ISQUEMICO  INTESTINAL  POR MEDICION DE 

ACTIVIDAD DE LACTATO  DESHIDROGENASA  COMPARADA CON 
HISTOLOGIA 

1. Resumen 

Como parte de un grupo  de  estudios  que  pretende  caracterizar  el  daño  causado 

por  la  isquemia  y la reperfusión  en la mucosa  intestinal,  hemos  evaluado la 

prueba  espectrofotométrica  de  reducción  de  sales  de  tetrazolio  (yodo-nitro- 

tetrazolio  clorhidrato, INT) para  determinar  la  actividad  de la hormona  Lactato 

Deshidrogenasa (LDH), y  a  través  de  ello,  conocer  el nivel de daño isquémico 

intestinal  inducido. El INT es  reducido  como  consecuencia  indirecta  de  la  acción 

de la LDH hasta producir  formazán, y este proceso  puede  ser  medido con un 

espectrofotómetro.  Usamos un modelo  de  isquemia  intestinal  por  oclusión 

arterial en la rata, para comparar la actividad  LDH con una graduación 

histológica  estándar  por  microscopía  de  luz.  Se  usaron  cinco  grupos.  En  tres  de 

ellos se  indujo  isquemia en la pared del  íleon  por  periodos  de 1, 2 y 3 horas 

seguidas de igual  tiempo  de  reperfusión. Los otros  dos  grupos  fueron,  uno  de 6 

horas de sólo isquemia,  y  uno  de 6 horas  de  control.  Cada hora una  biopsia  de 

íleon fue preparada  para la medición  de  la  actividad  de  LDH,  y  otra para la 

graduación histológica a  ciegas.  Este  estudio  aplica la medición  de  actividad  de 

LDH en tejidos  completos,  específicamente en la pared  del  íleon,  agrega 

reperfusión,  e  intenta  caracterizar  daño  isquémico  intestinal  llevando los 

animales hasta seis  horas  de  isquemia  haciendo  este tipo de  medición 

bioquímica. 

La actividad de la LDH  se  encontró  significativamente  valiosa para distinguir 

biopsias con menor  tiempo  de  isquemia  de  biopsias  con  mayor  tiempo  de 

isquemia. No se logra demostrar  asociación  entre 10s hallazgos  histológicos  y 10s 

hallazgos  de  actividad  de  la  LDH. Se discute  que  ninguno  de 10s dos métodos, 

Solos O combinados,  es  ideal para monitoreo de daño  isquemico, ya que exige la 

I 
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extracción de tejido, y un procesamiento  de  varias  horas  para  obtener  resultados 

altamente  variables. Es necesario  continuar en la búsqueda  de  métodos no 

invasivos  para la detección  temprana  de  la  isquemia  gastrointestinal, que 

permitan  además el monitoreo  de  su  tratamiento. 
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3. Introducci6n 

La falla multisistémica,  también  llamada falla orgánica  múltiple, es la principal 

causa  de  muerte en salas  de  cuidados  intensivos. La  mucosa  intestinal  viene 

siendo cada vez  más  reconocida  como  fundamental en el proceso  de 

descompensación y choque,  porque  la  isquemia  en  ella  cambia el papel  de la 

mucosa  de  limitador  a  promotor  de la falla multisistémica. “La isquemia 

mesentérica  aguda  puede  resultar  de  émbolos,  trombosis arterial y  venosa, o 

vasoconstricción  secundaria  a  bajo  flujo. Las tasas  de  mortalidad  reportadas en 

los últimos 15 años  permanecen tan altas como  estaban hace más de 70 años, y 

promedian 71%, con  un  rango  de 59%-93%. El diagnóstico  antes del infarto 

intestinal  es el factor  más  importante para mejorar tan pobres resultados”’. Es 
determinante para el  diagnóstico,  guía  de  terapia y pronóstico,  identificar no la 

sola  presencia de isquemia  sino  cuantificar el daño  ocasionado,  y  la 

consecuente  viabilidad  del  tejido  afectado. 

La  mucosa  acumula  productos  tóxicos  durante  la  isquemia,  que  luego  son 

activados  y/o  barridos  hacia’  otros  órganos  cuando  se reinfunde volumen al 

tejido. Esto  es lo que  se  llama  daño  por  reperfusión. El daño  por reperfusión 

obliga al médico  a  conocer bien el estado  de  la  mucosa  antes de tomar  acciones 

terapéuticas, so pena  de  profundizar  el  estado  de  choque. 

Con estos antecedentes,  el  Laboratorio  de  Instrumentación  Biomédica  de  la 

UAM-I, bajo la dirección del doctor  Emilio  Sacristán  Rock, inició una línea  de 

investigación en diagnóstico  y  monitoreo  de  daño  isquémico  intestinal. El 

proyecto  central  de  esta  línea  aborda la utilidad de  las  mediciones  complejas  de 

impedancia en la  mucosa  intestinal para dicho  diagnóstico,  y para guía  de 

terapia del choque.  Para  complementar la caracterización  del  daño  isquémico en 

la pared del  íleon,  y  con el objeto  de  contribuir  a  la  calibración del espectrómetro 

de  impedancia  intestinal,  el  presente  estudio  busca  evaluar una técnica 

bioquímica,  comparada  a  una  técnica  histológica,  para  diagnóstico del daño 

isquémico. De manera  colateral  este  estudio  busca  mejorar  la  caracterización 

del modelo  quirúrgico  de  oclusión  de la arteria  mesentérica  superior en el  animal 

de  experimentación. 

- 
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La técnica  bioquímica  a  que  nos  referimos  es  la  cuantificación  de  actividad  de la 

enzima LDH, medida  por  el  cambio  de absorbancia  que  presenta  un 

sobrenadante  hasta  ahora usado sólo en  cultivos  celulares. Este estudio ha 

aplicado  la  medición  de  actividad  de LDH en  tejidos  completos, agrega 

reperfusión, y busca caracterizar  daño  isquémico  intestinal  llevando  los  animales 

hasta seis horas  de  isquemia,  haciendo  este tipo  de medición  bioquímica. 

Algunos  autores2 han usado ya  este  método  pero  con  otras sales de  tetrazolio, 

sin  causar  reperfusión, y sólo llevando  procedimientos  hasta dos horas. Nuestro 

interés  en  llevar  hasta seis  horas los experimentos se  basa en  otros estudios3, 

en  que se  ha determinado  progresión  del  daño  por  tal  tiempo, en el  modelo  de 

isquemia  oclusiva. 

Otros  proyectos  del  Laboratorio  de  Instrumentación buscan complementar  la 

caracterización  del  daño  isquémico  intestinal  involucrando  la  microscopía  por 

resonancia  magnética.  Por ese motivo  hemos usado para  este  trabajo la 

clasificación  patológica  propuesta  por  Chiu4  en 1970, varias veces citada en 

estudios  que usan dicha  técnica de imagenología. 
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4. Antecedentes 

lsquemia es suministro  de  oxígeno  a los tejidos  sostenidamente  inferior  a la 

demanda  energética  de  éstos, y puede  desencadenar  una  reacción  sistémica 

crítica  llamada  estado  de  choque. La isquemia  en  la  mucosa  gastrointestinal 

ocurre en más  de 56% de los pacientes  en  cuidados  intensivos5, y la mortalidad 

asociada  a  ella  permanece  alta -entre  el 70 y el 90%- en gran  parte  debido  a la 

pobre  especificidad  de los métodos  diagnósticos  hoy  utilizados, y a la tardía 

alerta  que  estos  pueden  dar6.  Un  estudio  multicéntrico  en  Argentina,  coordinado 

por  Gutiérrez7  demostró  reducción  significativa  en la mortalidad de  pacientes  de 

terapia  intensiva  al  usar  un  protocolo  agresivo  de  resucitación  guiado  por  el pH¡ 

de  la mucosa  gástrica,  evidenciando el  valor  de  monitorear los tejidos  viscerales 

en  estos  pacientes.  Sin  embargo, en  un  subgrupo  de  pacientes  con  isquemia  ya 

presente al  ser  admitidos (y por  tanto  un  nivel  de  daño  no  determinado en la 

mucosa) el  protocolo  de  resucitación  aceleró  la  muerte.  Esto hace evidente  que 

para  una  terapia  efectiva y bien  coordinada  en  el  tiempo, es de  gran  importancia 

conocer el  nivel  de  daño  isquémico  gastrointestinal  de  forma  continua y sencilla, 

a  un  costo  razonable. 

Nuestro  laboratorio ha desarrollado  un  sistema  basado  en  espectrometria  de 

impedancia,  sencillo y de  costo  razonable,  que  medianté  una  sonda 

nasogástrica  da  información  crítica  continua en tiempo  real  sobre la integridad 

funcional  de la mucosa. Así, nuestro  grupo  es  el  Único en el Mundo trabajando 

en  este  problema  con  impedancia  mucosa y enfocado  en  la  cuantificación  del 

daño  isquémico. En un  trabajo  previo',  con  el  modelo  de  choque  hemorrágico en 

conejos,  encontramos  diferencias  de  impedancia  intestinal  entre  animales  sanos 

e  hipovolémicos. Con el modelo  de  infarto  intestinal en  ratas y vinculando  al 

estudio  la  histologia  hemos  pretendido  evidenciar  cambios  más  profundos  para 

caracterizar el  daño  isquémico  en  la  mucosa. 

I 

4.1. Aspecto médico: 
La isquemia  intestinal  puede  ser  causada  por 1 )  estrangulamiento  intestinal, 2) 

cualquier tipo de  estado  de  choque,  dígase  hemorrágico,  séptico,  cardiogénico, 
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neurogénico, etc., 3) embolia  grasa  debida  a una fractura,  gaseosa  debida  a 

buceo o mal  procedimiento  quirúrgico, o sanguínea  debida  a  trombos  por 

arritmia  cardiaca o aterosclerosis, 4) sobredistensión  intestinal,  u  ocupación  con 

una sustancia  que  supere la presión  de  perfusión  de la pared,  e  incluso 5) 

consumo  de  fármacos  como  vasopresores o anticonceptivos  oralesg,  y posibilita 

una reacción sistémica  crítica  llamada  estado  de  choque,  mediante un reflejo 

simpático  vasoconstrictor  que  redistribuye  el  volumen  hacia  órganos  vitales  con 

sacrificio  de  superficies  extensas",  de  las  cuales  la  primera  es  la  mucosa 

intestinal".  Durante  su  primera  etapa  el  choque  se  llama  compensado,  y puede 

la reacción vegetativa  enmascararlo  a  variables  hemodinámicas  como  pulso, 

presión sanguínea,  pH y gases  arteriales.  La  gráfica 1 muestra la evolución del 

daño  isquémico  por  oclusión  vascular  respecto al tiempo. 

La  gráfica 1 está  basada en el artículo  de  Haglund3,  que  revisa  y  compara  varios 

estudios  previos en animales.  En A de  la  gráfica 1 no hay  oclusión  vascular. En 

B hay  una  oclusión  parcial  de  la  arteria  mesenterica  superior,  y  el  daño 

isquémico  alcanza  las  puntas  de  las  vellosidades. En C hay  una  oclusi6n  total, y 

el daño  isquémico  a las tres horas alcanza  las  criptas (punto de  producción  de 

nuevas  células para la vellosidad), y después  a la capa  muscular lisa intestinal. 

En sepsis  la  isquemia  se  debe  a  que  la  demanda  metabólica  de la mucosa 
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supera  la oferta de oxígeno  de  la  sangre,  con  resultado  igual. Sea por  restricción 

de  flujo,  por  sangrado o por sepsis, el  tejido  isquémico cae en metabolismo 

anaeróbico,  que lo  lleva  a  acumulación  de COZ y ácido  láctico. Además, como  el 

aporte  sanguíneo  al  intestino  viene desde su  adventicia,  la mucosa queda como 

última capa de  la  circulación  mesentérica,  por lo que  la  isquemia en esta 

mucosa puede ser  detectada  mucho  antes  de  que se haga evidente  el  choque 

con otra medición. En etapas avanzadas del choque, el cuerpo  ya  no  puede 

compensar  las  insuficiencias locales, terminando  en  falla  multisistémica y 

muerte12 siendo  la  principal causa de deceso en  salas  de  terapia  intensiva13. 

Falla cardíaca Hipovolemia 
Síndrome  de falla 

respiratoria del 
adulto  (ARDS) 

Vasoconstricción 
7 l l c n i c a  selectiva 

Falla  renal Bajo flujo 

Consumo  de O2 
dependiente del suministro 

4 

Fiebre I .c 
4 

Hipoxia 

Acidosis  celular 
Coagulación 
intravascular 4 Conteni? 

diseminada  (CID) Daño  por  reperfusión 

Mil 
Edema 

depresión  miocárdica 

vasodilatación 

trombosis  intravascular 

hipermetabolismo 

incremento en la 
Dermeabilidad  vascular 

1 
Hepatitis 

Pancreatitis 

f Colecistitis 
Gastritis 

Disrupción  de la mucosa - 
Toxinas t Bacteria + 

disfunción 
Inmunológica 

Gráfica 2. Patogénesis  de la falla multisistémica. Papel fundamental de  la  mucosa intestinal durante la 

isquemia.  Adaptado de Marston, op cit”. 
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El daño  isquémico  permite  liberación  de  sustancias  tóxicas y se pierde  la  función 

de  barrera,  con paso de  bacterias o sus productos  a  la  circulación. La gráfica 2 
muestra  la  patogénesis  de la falla  multisistémica, y el papel  inicialmente 

limitador,  pero  luego  promotor, de tal proceso  por  parte  de  la mucosa. 

La traslocación  a  la  circulación  linfática y portal, y a  la  cavidad  peritoneal,  de 

bacterias  enteras o productos  de  ellas  como  lipopolisacáridos o peptidoglicanos 

tiene  enorme  actividad  proinflamatoria  local y si~témica'~''?  La mucosa se 

autodigiere y ulcera,  alcanzando  el  daño  irreversible. La probabilidad  de  falla 

multisistémica  está  directamente  relacionada con este  daño  isquémico. 

4.1.1. Enfoques terapéuticos en isquemia  intestinal y choque: 

Parte  del  diagnóstico y pronóstico  del  paciente  en  peligro  de  choque se  basa en 

escalas, de las  cuales la  más  aplicada  hoy  en  unidades  de  terapia  intensiva  del 

Mundo es la  Acute  Physiology  and  Chronic  Health  Evaluation (APACHE) versión 

II o versión I l l ,  si bien  dudosamente  un-solo  sistema pueda ser  validado  en  todos 

los tipos de poblaciones  debido a la gran  variación  en  características  clínicas y 

de  pacientes  entre  Unidades  de Cuidado IntensivoI6. 

El tratamiento  de  estos  pacientes  incluye  una  amplia  gama  de  medidas 

preventivas y correctivas  enfocadas  a  limitar o revertir  el  daño  ispuémico  de la 

mucosa.  Cuando este  daño es aún leve, es importante  limitar la  isquemia  con 

medidas  de  resucitación  hemodinámica  agresiva',  vasodilatadores  para 

aumentar  la  perfusión  local  (por  ejemplo  promotores  de NO), oxigenación 

intral~minal'~, y/o reducción  de  las necesidades de O2 eliminando  focos  de 

infección o enfriando  el  tejido. La auto-digestión  de  la  pared  intestinal  puede ser 

prevenida  reduciendo  el pH luminal y removiendo o inhibiendo proteasas. Si el 

daño  isquémico ha llegado  a  cierto  nivel es importante  prevenir  daño  adicional 

con eliminadores  farmacológicos  de  radicales  libres y/o limitando  la  reperfusión" 

por ejemplo con inhibidores  de  sintesis  de NO. Reciente  evidencia  soporta  que 

la  sobrepraducción  de NO en el endotelio y músculo  liso  vascular  es el 

mecanismo  clave  por el  que los productos  bacterianos  inducen el choque 

séptico. A pesar  de  su valor para  recuperar  la  presión  arteria118*'9  aún  no es 

fuerte  la evidencia  de  que  disminuyan la mortalidad,  también  en los modelos 
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animales.  Incluso  un  estudio  de  inhibición  no  selectiva de-la sintasa  de NO en 

pacientes  con  choque  séptico  fue  recientemente  terminado  debido  a  excesiva 

mortalidad  en  el  grupo  de  tratamiento”. Así los inhibidores  de NO se han  venido 

usando entre las últimas  alternativas,  pero cabe  pensar si los hallazgos mixtos 

en  los  estudios  obedecen  a  baja  efectividad  del  medicamento, o a  que es 

administrado  en  un  momento inadecuado  porque  no se tiene  un  monitoreo 

continuo  del  daño  de  la  mucosa, o porque  este sea insuficiente. 

4.2. Aspecto tbcnico: 

Se han  explorado  muchos  métodos  para  valorar  directa o indirectamente la 

isquemia  intestinal,  la  mayoría  con  resultados  de  interés  pero  con  pobre 

viabilidad  para  usar  como  monitores clínicos. Se presenta  una  crítica  de los más 

difundidos. 

4.2.1.  Métodos  de  diagnóstico  directo: 

4.2.1.1.  Espectrometría  de  Impedancia  Gastrointestinal: 

La El ha sido  usada  ya  por varios  investigadores  para  detectar  isquemia  de  otros 

tejidos2’, pero sólo nosotros  la  hemos  usado  en  mucosa in situ. han 

propuesto  el uso de  mediciones  de  impedancia  para  monitoreo  de  perfusión 

tisular con  un  sistema  a  una  sola  frecuencia y en tejidos  superficiales  para 

cirugía  reconstructiva.  KunZ4  estudió y modeló  el  comportamiento  eléctrico  de 

I 

tejidos en  espectros  de  frecuencias y desarrolló 

basamos  nuestro  prototipo. 

un  sistema  sobre  el  que 

$$=# Sistema  medidor  de 
voltaje complejo 

Fuente de 
comente 
de onda 
senoidal 

Sistema de medición de 
impedancia 

Gráfica 3. Sistema de cuatro electrodos para la medición de la impedancia compleja del tejido. La fuente de 

corriente produce una corriente de excitación senoidal constante en  el tejido a trav6s de los dos electrodos 

exteriores. Las mediciones complejas de voltaje se realizan mediante los dos electrodos interiores. 
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Usamos cuatro electrodos  en  una  sonda  nasogástrica. El proximal  y el distal  son 

conectados  a  una  fuente  de  corriente  constante  y los dos  electrodos  interiores 

miden el potencial  generado  por la corriente en el  tejido  (gráfica 3). Las  células 

fungen como  pequeños  condensadores en serie  donde  las  membranas actúan 

como aislantes, y la impedancia es calculada  como la proporción  entre el voltaje 

medido  y la corriente  inyectada.  No  se trata de  realizar una medición  absoluta de 

impedancia  sino  mediciones  relativas  a  diferentes  frecuencias,  pues la 

impedancia puede variar  con  eventos  como la posición de  la  sonda,  la 

composición  del  contenido  gástrico, la orientación  de  los  vasos  sanguíneos al 

proporcionar un conductor  de  baja  resistencia para corriente  eléctrica  a lo largo 

del vaso, las variaciones  de  volúmenes  sanguíneo,  extracelular e intracelular, la 

permeabilidad  iónica  de  las  membranas  y  la  osmolaridad  de los fluidos. 

Othman25 diseñó y  construyó  un  espectrómetro de impedancia  prototipo  que 

mide  impedancia  compleja  tisular  a  frecuencias  arbitrarias,  compuesto  de dos 

partes principales, la de  instrumentación  que  mide  la  impedancia,  y la de  control, 

basada en una  computadora  que  controla  la  operación del instrumento, la 

recolección de  datos y el  almacenamiento  y  análisis  de  éstos.  Emplea  una 

corriente de excitación de 10 mA y el rango  efectivo  de  frecuencia  va  de 0.05 a 

300 KHz.  Este  primer  instrumento  fue  evaluado in vivo en un estudio  piloto  por 

Othman,  González,  Narváez  y  Sacristán26,  y  funcionó  de  manera  aceptable. AI 

momento  se está buscando  una  nueva  generación  del  prototipo  basada en una 

PC portátil y con  respuesta en frecuencia  hasta 1 MHz. 

La  impedancia  de  entrada  del  sistema  de  medición  de  voltaje es varios  órdenes 

de magnitud  mayor que la impedancia  tisular  y  que  aquella  de la interfase 

electrodo - mucosa,  y  así  la  corriente  inyectada  pasa  a  través del tejido y sólo 

una proporción despreciable  pasa  a  través  de los electrodos  interiores  sin 

cambiar la distribución  de  corriente  entre las células. El voltaje  de la interfase 

electrodo - mucosa para los electrodos  interiores  es  casi  constante,  y la 

impedancia total representa  la  impedancia  tisular  únicamente. 

t 
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4.2.1.2. lmagenología  y  Espectrometría  por  Resonancia  Magnética  en  lsquemia 

(IERM): 

Como la isquemia  está  relacionada  con  fenómenos  bioquímicos  básicos, la 

IERM  permite estudiarla al  usar  intensidades  de  campo  superiores  a 1.5 Tesla 

para problemas  como  la  isquemia  cerebral”, el cánce?’ y  una  variedad  de 

desordenes  metabólicos29.  Su  inmenso  defecto ha sido,  es  y  seguirá  siendo  por 

mucho  tiempo el elevadísimo  costo  de  equipos,  software  y  operación en general, 

además del tamaño del equipo  y la dificultad que  supone  desconectar  a un 

paciente crítico para  llevarlo  a un estudio  de  resonancia.  Dicho  de  otra  manera, 

la IERM  actualmente no es  viable para monitorear  pacientes  críticos,  aunque 

puede ser  de  gran utilidad para  validar  experimentalmente el funcionamiento de 

otros  métodos  como la espectrometría  de  impedancia  intestinal. 

- I . .  . . . . . .  . . . . . . . .  . _ . . . . . _ .  . . . . . . . . _  
4 3 1 

PPM 

Gráfica 4: Una imagen y su espectro  asociado, adquiridos usando IERM 

El fósforo (3’P) es uno de los elementos  que  más  se ha trabajado  ya  que 

virtualmente  todas  las  células  derivan  su  energía del adenosín  trifosfato,  y puede 

verse en otros  compuestos  como la fosfocreatina  y 10s fosfatos i n o r g a n i c ~ s ~ ~ ~ ~ ’ .  

Además la concentración  intracelular  precisa  de  iones  hidrógeno (pH) puede 

medirse  usando la frecuencia  de la señal  de  fosfato  inorgánico en el  espectro del 

P. Las imágenes  contrastadas  mejoran el cociente  señal - ruido,  usando 

técnicas  sensibles  a  flujo.  Otros  elementos  importantes  son  el I3C para 

metabolismo  intermediario3*,  posiblemente  enriquecido con sustratos 

etiquetados  como  la  glucosa  para  medir ciclo de  Krebs33,  el ‘H por  su 

31 
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sensibilidad  protónica  absoluta,  aunque  sus  señales  provenientes  de agua y 

lípidos se  enciman  con  las  frecuencias  de  resonancia  dificultando  sacar 

información, y el 23Na para  mediciones  de  sodio intra y extracelular (con 

disprosio para resaltar,  aunque  este  agente  es  tóxico y no se  usa  clinicamente). 

Los campos  de alta intensidad  mejoran el cociente  señal  a ruido y permiten ver 

frecuencias que por  su  naturaleza  tienen  magnitudes  pequeñas,  posibilitando 

una  evaluación  más  acertada  de  cambios  entre  eventos  patológicos y 

variaciones  normales inter individuos,  a la vez  de  generar  imágenes 

microscópicas  para  determinar  progresión  de  daño en la  propia  vellosidad 

intestinal. 

A  continuación  se  presenta  una  explicación  somera  de  las  técnicas  más 

utilizadas para imagenología RM como  herramienta  de  estudio  de  la  isquemia 

intestinal. 

4.2.1.2.1. lmagenología  por  Difusión:  Durante  la  isquemia,  la  reducción  de 

oxígeno induce falla  energética en la  célula,  bloqueando  los  canales  Na-K.  Así, 

el incremento  de  sodio  intracelular  produce  acumulación  de  agua  intracelular 

movilizada desde. el  espacio  extracelular.  Este  proceso  es  llamado  edema 

citotóxico. Es una  posible  explicación  a la reducción en la movilidad del  agua 

vista  como reducción de la difusibilidad  en  imagenología por’ difusión en el 

cerebro.  Así,  incluso 30 minutos  luego del inicio  de los síntomas  neurológicos, 

imagenologia por  difusión  puede  revelar  el  área  lesionada34. 

Para  cuantificar,  es  necesario  determinar  el  grado  de  ponderación en difusión  de 

la secuencia.  Este  grado  de  ponderación  es  conocido  corno el ‘factor b’, que 

caracteriza la sensibilidad  de  la  secuencia,  como el TE caracteriza el grado de 

ponderación en T2 de una secuencia  espín  eco.  b  es  dado  por 

I 

b=y G 6 [A-(6/3)] 2 2 2  

donde y es la constante  giromagnética; G y 6 son  la  amplitud y duración  del 

Pulso del gradiente,  respectivamente; y A es la separación  entre los pulsos  del 

gradiente.  Se  toman  por lo menos  dos  imágenes  con  diferente b para  estimar  un 

coeficiente de  difusión  aparente (ADC). Se  llama aparente porque es 

información  compleja,  resultado  de  diversos  movimientos  moleculares. Casi 
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cualquier secuencia MR puede  ser  diseñada  para  medir  difusión,  pero la más 

usada es la  Bipolar,  llamada  de  Stejskal-Tanner. Esta tiene dos pulsos  de 

gradiente  que  la  sensibilizan al movimiento,  el  primero  entre los pulsos  de 90 y 

180°, y el  segundo  entre  el  pulso  de 180' y el eco. El primero desfasa los 

espines y el segundo los refasa. Si  uno  de  los  espines ha cambiado  de  posición 

entre  la  aplicación  del  primer y el  segundo pulsos,  ese  espín recibirá  una 

intensidad  de  campo  diferente y, por ello, no alcanzará  una  fase  exacta  con los 

otros.  Mientras  menos  espines sean  refasados, menor será la  amplitud  de  la 

señal espín  eco. Dicha  atenuación  permite  medir  el  coeficiente  aparente. 

Hay  dos  maneras básicas de  obtener y desplegar  información de difusión . 

Una  es la  ponderación  por  difusión,  DWI,  en  que  una  sola  imagen es obtenida. 

En esta  no se tiene  una  curva  de  atenuación  de  la  señal  para cada voxel. La otra 

forma es el  mapa ADC, que se obtiene  por  series  de imágenes,  cada una  a 

diferente  valor b.  Se produce  una cuxa de  atenuación  de  la señal, y el ADC es 

calculado  a partir  de esa curva.  Repetido el proceso  para  toda  la  imagen, un 

valor ADC  se puede asignar  a cada voxel  para  producir  un mapa  calculado  en 

que  el color, o la escala de  grises  de cada voxel  corresponde  a ese particular 

valor  de ADC. 

4.2.1.2.2. lmagenología  ponderada  en T I  y T2: Los tiempos de relajación T I  

34-36 

I 

(longitudinal,  spin-lattice), y T2  (transversal,  spin-spin) pueden afectar  una 

imagen3'.  T2 es acortado  cuando  los  protones se intercambian  entre  diferentes 

ambientes  químicos o se difunden  entre  regiones  de  diferente  susceptibilidad. 

Grandes moléculas  como  proteínas y polisacáridos,  acortan los tiempos  de 

relajación  a  un  mayor grado,  de  manera  que  variaciones  en la concentraciones 

de esas moléculas  afectarán  las  tasas  de  relajación.  Teorizamos  que  la 

disrupción  de  macromoléculas  durante  la  isquemia y la  reperfusión  afectarían 

(posiblemente  alargando)  los  tiempos  de  relajación  de  la  pared  intestinal. 

Estudios en  isquemia  cerebral  han  hallado  cambios  en  T2  ocho  horas  luego  de 
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iniciada la  injuria. Más datos  sobre  isquemia,  en  particular  intestinal,  estudiada 

mediante IERM pueden  encontrarse  también  en las referencias 38 a 50*. 

. El autor de este estudio  ha  propuesto  como  trabajo  doctoral  el uso de IERM para  validar  técnicas m& 
prácticas y baratas  que  se  podrían  llegar a usar en clínica  (como la espectrometría de impedancia).  Algo de 
ese  trabajo  se  hizo en la  Universidad  de  Freiburg,  Alemania,  con  la  tutoría  del  Profesor  Jiirgen  Hennig, 
entre  enero y junio de 200 1. 
Ya en un primer  intento  por  usar la  imagenología  por RM para  estudiar la isquemia  intestinal,  nuestro 
grupo en México  había  llevado  un  cerdo con la Arteria  Mesentérica  Superior (AMs) pinzada  a un equipo 
Siemens  de 1.5 T. No se  realizó  ningún  procesamiento  posterior  a  las  imágenes. No se observó  diferencia 
antes y después  del  pinzamiento,  más  allá  de  dilatación,  por  aire,  de  las  asas  intestinales.  Se  anexan un par 
de estas  imágenes. 

& 

Gráfi :rdo. 

En Freiburg,  con un equipo de 2 T y usando  gradientes  de 30 mT/m, se  estudiaron  cuatro  ratas,  obteniendo 
imágenes  ponderadas  en  T1,  T2 y en difusión.  Dicho  estudio  está  en  evolución,  por lo que  no  esislerl 
resultados  aun.  La gráfka 6 presenta un par de  imágenes  adquiridas  durante  dicho  estudio. 
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4.2.1.3. Tonometría  Gástrica: 

El únice metodo  que ha demostrado  su  valor  diagnóstico  y  pronóstico  en 

pacientes críticos y ha encontrado  uso  clínico  regular es la medición  indirecta del 

pH  intramucoso  (pH¡),  por  tonometría  gástrica o colónica  Este  método fue 

desarrollado  por  Fiddian-Green  usando  una  sonda  intestinal  cuya  punta  lleva un 

globo de silicona  permeable  a  gases,  que  una  vez  localizado en  el estómago o 

en el colon se llena  con  solución  salina o gas.  La  presión  parcial de C02 dentro 

del tonómetro se equilibra  por  difusión  con la de la mucosa.  Luego la muestra de 

solución  salina  es  analizada en un gasómetro  junto con una  muestra  de  sangre 

arterial. El pH¡  se  calcula  usando  la  ecuación  de  Henderson-Hasselbach,  y  si 

está abajo  de 7.3 indica  isquemia  en la mucosa.  Como  todo  método en vía de 

difusión  mundial,  la  tonometría  tiene  oponentes,  y  aunque  goza de importancia 

clínica,  es aun incompleta . 

4.2.1.3.1. Asociación  de  tonometría  a  determinaciones  de  lactato  en  sangre: 

Friedman”  observó  que  tanto  las  concentraciones  de lactato como el pH 

intramucoso  (pH¡)  representan  confiables  indicadores  pronósticos en la sepsis 

severa, y que su combinación  mejora la aproximación  pronóstica  en  estos 

pacientes.  Determinó  que  ambas  variables  son  mejores  indicadores  pronósticos 

que  las  derivadas  del  oxígeno  y  que el PC02 intramural  parece  ser una variable 

más específica que el pH¡ para  parcialmente  reflejar la acidosis  metabólica 

sistémica.  Concluye  que  las  determinaciones  combinadas  de lactat0 sanguíneo 

y de pH¡ o PC02 intramural  pueden  ayudar en la  determinación del pronóstico  en 

la Sepsis  severa,  coincidiendo con bao5* pero  discrepando  con  Murray5’. 

54-56 

I 

4.2.2. Otros  métodos  de  diagnóstico  de  isquemia  intestinal, y relacionados: 

4.2.2.1. Cateterización  de  la  arteria  pulmonar:  aunque las variables 

hemodinámicas no son  siempre los mejores  indices  de  perfusión  tisular6’ este 

método permite. medir  frecuencia  cardiaca,  presiones  sistólica y diastólica 

cardiacas  y de arteria  pulmonar,  gasto  cardiac0 y el análisis  de  ondas  de 

presión,  de lo que  se  pueden  derivar  diversos  cálculos  hemodinámicos, pero su 

uso  es  especializado,  y  posibilita  importantes  complicaciones  como  infección, 
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neumotórax,  infartos  pulmonares,  arritmias,  flebitis  en  la  entrada,  etc?  debido a 

que  llega desde la periferia  hasta  la  propia  arteria  pulmonar, pasando por  las 

cavidades  cardiacas. 

4.2.2.2.  Tomografía  computarizada:  Catalano'  encuentra  que  la CT es más 

rápida y especifica .que los otros  medios  radiológicos.  Balthazar6*  presenta  sobre 

100  pacientes  con  isquemia  intestinal  estudiados  con CT 72 verdaderos 

negativos, 19  verdaderos  positivos,  cinco  falsos  positivos y cuatro  falsos 

negativos, arrojando  una  sensibilidad  de 83%, especificidad 93%, confiabilidad 

91%, valor  predictivo  positivo 79%, y valor  predictivo  negativo 95%, pero  hubo 

necesidad de  laparotomía  exploratoria  cuando  difería  el  hallazgo  equívoco  de  la 

CT y el  estado de progresivo  deterioro  del  paciente.  Por  su  parte B a r t n i ~ k e ~ ~  

visualiza  lesiones  murales,  serosas o mesentéricas  que apenas son evaluadas 

indirectamente  por los rayos X simples o baritados,  pero  concluye que el  estudio 

de la  isquemia  intestinal  por CT  sigue  siendo  pobremente específico, 

coincidiendo  con  otros  autores . 64,65 

4.2.2.3. Otras  mediciones  químicas: Una de  las  más  sensibles es la  medición  del 

lactato sanguíneo, de mayor valor  si se hace a un  tiempo con tonometría. 

Schlichting66  midió  la  endotelina  por  radioinmunoensayo,  observando ' un 

significativo  incremento de esta  en  plasma  carotídeo,  linfa y fluido ascítico, 

incluso  dentro  del  grupo  control,  recién  terminada  la  oclusión  vascular 

mesentérica. En el plasma  portal se eleva  en los grupos  de  prueba y no en el 

control,  pero es más  costoso determinar  endotelina  que  Iactato. El péptido 

natriurético  atrial y la  vasopresina se han  medido,  pero  su  determinación es 

también costosa67. 

1 

4.2.2.4. Miscelánea: Algunos  medios se enfocan  a  la  medición  de flujo  arterial, 

como la magnetometría  intestinal 68-70 que  mide  exclusivamente  la  disminución 

del  flujo sanguíneo intestinal. Sus autores  aseguran  que como no involucra 

radiación, la magnetometría puede ser usada en  niños y gestantes. La 
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flujometría  por Iá~er-Doppler~”~~ mide  isquemia  intestinal  en  adultos y neonatos 

humanos  conscientes. Los autores  concluyen  que  el  láser  Doppler es confiable 

para medir áreas  de  isquemia  máxima,  pero  que se deben  hacer  esfuerzos  por 

disminuir  artefactos  como  el  movimiento. Quienes han intentado con sonografía 

Doppler  color73  encuentran  que  evidencia  lesiones  de  pared  compatibles  con 

isquemia,  pero  esto  significa  que  la  isquemia  ya  fue  suficiente  para  erosionar  el 

tejido, además de  que  no  toda  erosión es debida  a  isquemia. 

Se ha probado  también  la  oximetría  de  pulso  intestinal74 con discretos 

resultados. En cuanto a la laparoscopia diagnó~tica~~ se observa  como 

complicación  relacionada al  procedimiento  bradicardia y presiones ventilatorias 

elevadas en vías respiratorias.  Otro  grupo  con  este  procedimiento  encuentra  que 

aunque  disminuye  la  estancia  hospitalaria,  la  laparoscopia  tiene  que  ser 

acompañada de laparotomía  en  la  mitad  de los casos, usualmente  debido  a 

múltiples bandas postoperatorias  causantes  de  la  isquemia. Es además un 

procedimiento  difícil y altamente  especializado  de  diagnóstico y tratamient~~~. 

Semmlow con electromiografía  intestinal77  dice  que es más  confiable  la EMG 

que  las medidas. basadas en flujo sanguíneo o evaluación  visual,  aunque 

reconoce que debe mejorar  muchos  parámetros  de su aparato  para  darlo  al uso 

clínico. Vale anotar  que  mide  la  actividad  eléctrica  muscular,  luegb  no  determina 

directamente  el  estado  de  la mucosa, o debe  esperar  que  el  daño sea lo 

suficientemente  severo  como  para  alterar  la  bioquímica  de  las capas musculares 

lisas. 

Otros  métodos  más son análisis  de  perfusión  tisular con marcadores 

radioactivos,  mediciones  de  composición gaseosa (electrodos  de  aguja  de PO2, 

PCOZ y pH), imagenología  por  angioscopia  microvascular, y espectrofotometría 

por  laparoscopia7*, todos  con  resultados  alentadores  pero  aún  con  muy  pobre 

difusión. 

I 

4.2.3. Determinación  de  actividad  de LDH7’: 

En las  mediciones  de  la  bioquímica  tisular,  que  interesan  más  a  este  trabajo, la 

muerte  celular  es  clásicamente  determinada por tres métodos. El primero  consta 
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de  medir  algún  producto  celular  que  tenga capacidad  de  cambiar  una tinción 

como  el  trypan  blue o la  nigrosina. Luego las  células  muertas son discriminadas 

de  las  viables  por  conteo  diferencial  con  microscopía  de  luz o de fluorescencia. 

Las desventajas de este  método son que no  permite  usar  muestras  grandes y 

que puede no  contar  células  completamente lisadas, llevando  a una 

subestimación  de  la  actividad  lítica. 

Otro  método se  basa en  liberación  de  isótopos  radiactivos  como  el "Cr de 

células  previamente  marcadas. La principal  desventaja  de  este  método es la  alta 

posibilidad  de  liberación  espontánea  de  marcadores  aunque la célula  esté sana. 

Otras  desventajas son el  involucrar  radiación, con lo  que  ello  implica  de  riesgo y 

de  papeleo acerca de  disposición de desechos al  concluir  las pruebas. 

El tercer  método se  basa en  medir  la  actividad  enzimática  citoplasmática 

liberada  a un sobrenadante por células  lesionadas. La actividad  enzimática  en  el 

sobrenadante se correlaciona  bien  con  la  proporción  de  células lisa da^^^-^^ y la 

absorbancia  medida  cerca  de los 500 nm es muy  diferente  entre  el  formazán y el 

INT, según puede  observarse  en  la  gráfica 7. 

25 

Gráfica 7: Espectro  de  absorbancia  de la solución  usada para los experimentos. L a  línea  continua 

corresponde al formazan, y la punteada al tetrazolio -INT- (gráfica  cortesía  de  Boehringer  Mannheim) 

Se han descrito  pruebas  enzimáticas  para  cuantificar  daño  celular  para 

fosfatasas  ácida y alcalinasO, glutamato-oxalacetato  transaminasa y otras8', pero 
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SU uso es limitado  por  la  pequeña  cantidad  de esas enzimas en muchas células, 

y por lo complicado  de  su  determinación. En contraste, la LDH  es más  estable, y 

está  presente  en  toda  célula. La medición de su  actividad  suele  usarse en 

cultivos  celulares  para  cuantificación  de  actividad  citotóxica de células asesinas, 

anticuerpos o compuestos  medioambientales. 

La función de la LDH es como  sigue:  Dentro  del  metabolismo  intermediario de 

los carbohidratos,  la  glucólisis  es  una  de  las  vías  fundamentales. En un  tejida 

metabólicamente  activo  que se encuentre  en  anaerobiosis,  el  glucógeno es 

consumido y en su lugar  aparecen  el  lactato y el piruvato  como  productos 

principales. En condiciones  aeróbicas,  el  lactato  no  se  acumula y el  piruvato es 

oxidado  ulteriormente  hasta COZ y agua. En condiciones  anaerobias,  la LDH 

cataliza  la  transformación  de  piruvato  en  lactato,  como  parte  de  la  vía  glucolítica 

de Embden-Meyerhof. 

La medición  de  actividad  de  la LDH - liberada desde el  citosol  de las  células 

dañadas a un sobrenadante, se  basa en  una  prueba  enzimática  (gráfica 8). En el 

primer paso un NAD' es  reducido  a  un NADH + H por  la  conversión,  catalizada 

por  la LDH, de  lactato a piruvato. Esta Mima conversión  activa  un  catalizador,  la 

diaforasa,  que  transfiere  H'  del NADH + H al INT '(de color  amarillo), 

transformándolo  en sal de  formazán (rojo). 

@-m-b@ ....... . . . . .  .......... ...... ....... ....... ...... ....... . . . . .  ...... ...... ...... LD H 

NPD+ NPDH+H* 

' F m r m r o l  Tetmzolio 

Grafica 8: En el primer paso, la LDH liberada reduce el NAD' a NADH+H+ por oxidación  del lactato a 

piruvato. En la segunda reacción, 2 H son transferidos del NADH+H+ a  la  sal de tetrazolio por el catalizador 

diaforasa, produciendo formazán. 

El incremento de células  muertas o con  su  membrana dañada trae  un  aumento 

de  la  actividad  de  la LDH en  el sobrenadante. Este incremento  en la actividad 

enzimática se correlaciona  directamente  con  la  cantidad  de  formazán  producido 
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durante  un  determinado  periodo  de  tiempo.  Por-  tanto,  el  cambio 

espectrofotométrico es proporcional al número  de  células  lisadas . 

Comparada  con la medición  de  citotoxicidad  por  liberación  de 51Cr, la reducción 

de INT ha mostrado  una  confiabilidad  similar79. 

79,82 

4.2.4. Histopatología y escalas  usadas  para medir  daño  isquémico: 

La histopatología es un  conjunto  de  técnicas  que  mide  con  coloraciones o con 

reacciones el  estado  de  un  tejido  extraído  del  cuerpo. Los colorantes  más 

usados son la hematoxilina y la  eosina,  de los cuales las diversas  células  toman 

diferentes  proporciones.  A  partir  de  ello  a esas células se les llama  eosinófilas si 

toman  especialmente la eosina, ó neutrófilas ó basófilas  si  toman la parte  neutra 

o básica del  colorante,  respectivamente.  Existen  muchos  otros  colorantes  que 

complementan,  sin  reemplazar, la información  que da la HyE.  De estos, los más 

usados son  azul  de  toluidina o de  metileno, Giemsa, tetróxido de  osmio, PAS, 

carmín  de Best, lipofucsina,  aceto-orceína,  plata,  floxina-safranina, azan, y otros 

algo  más  especializados como  el  tricrómico  de  Mallory y el de Masson, y 

mezclas  de  Verhoeff,  Weigert,  Wright, Van  Gieson, etc. 

Para microscopía  óptica  de  rutina el  tejido es puesto  primero en  un  fijador  para 

preservar  la  estructura y prepararlo  a  futuros  tratamientos. Luego  es  colocado en 

una  sustancia  dura  como  la  parafina  para  hacer los cortes  de  grosor  adecuado 

(usualmente 10 pm)  con  el  micrótomo. Luego los  cortes se colocan  en laminillas 

con un adhesivo  como  la  albúmina, y se colorean  luego  de  disolver la parafina y 

rehidratar  el  tejido. 

La clasificación  de  Chiu4 , que se presenta  en  la  sección  de  métodos  de  esta 

tesis, unificó  en 1970 varias  propuestas  de  graduación  de  lesión  isquémica. 

Posteriormente,  autores  que  han  estudiado el daño  isquémico  usando 

resonancia  magnética continúan  citando  esta  clasificacióna. 

4.3. Hipótesis 

Con  base en los antecedentes  presentados,  partimos  de las hipótesis  de  que  la 

actividad  de la LDH, reflejada  en la reducción  de INT, aumentará  a  medida  que 
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aumente  el  daño  tisular  por  la  isquemia. Asimismo, que  dichos  cambios se harán 

más evidentes  con  la  reperfusión. 

Según estas  hipótesis, en un  grupo  control  no  debería  haber  cambios de la 

actividad LDH, o deben  ser  mínimos comparados con los de unos grupos 

experimentales. El estudio  paralelo  de  muestras  histológicas  permitirá una 

comparación  del  nivel  de  daño  estructural  con  el  bioquimico, y ambas  pruebas 

permitirán  contribuir a la  caracterización  del  daño  isquémico en la mucosa 

intestinal. 
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5. M6todos 

5.1. Animales: Buscando comprobar  experimentalmente las hipótesis señaladas, 

se tomaron 20 ratas  Wistar  machos sanos, pesando entre 270  y 390 g cada  uno, 

y se dividieron  en  cinco  grupos,  a  saber: 

Grupo O: Control,  n=5. 

Grupo 1 :  lsquemia  por 6 horas, n=7. 

Grupo 2: Una hora  de  isquemia  seguida  por  una  de  reperfusión,  n=2. 

Grupo 3: Dos horas  de  isquemia  seguidas  por  dos  de  reperfusión,  n=2. 

Grupo 4: Tres horas  de  isquemia  seguidas  por  tres  de  reperfusión,  n=4. 

Se tomaron  más  individuos  para los tiempos  más  largos  buscando  obtener  un 

mayor  número de datos  en  niveles  de  daño  mayores. Esto porque los niveles de 

daño  menores  habrían  de  ser  registrados  en  todos los grupos,  ya  que  todos los 

animales  pasarían  por  un  tiempo cero, y así sucesivamente. 

Los animales  fueron  tratados  en  todo  momento  según  prácticas  estándar de 

ética. 

5.2. Procedimiento: 12 horas  antes  del  procedimiento se retiró la comida  sólida  a 

los * animales,  pero se les  permitió  continuar  bebiendo  agua.  Fueron 

anestesiados  con  pentobarbital  sódico 40 pg/Kg  intraperitoneal, y mantenimiento 

a  necesidad  por la misma vía. Por incisión  abdominal  mediana se expuso la 

arteria  mesentérica  superior (AMS) en  todos los grupos. En el  grupo  control se 

hizo la cirugía  completa  hasta la exposición  de la AMs, que se dejó  sin  pinzar, y 

luego  toma  de  muestras  hasta  la  eutanasia. En el 1 se indujo  isquemia  por 

pinzamiento  de la AMS durante 6 horas. En los grupos 2, 3 y 4 se indujo la 

reperfusión  luego  de la isquemia,  retirando la pinza  de la arteria. Al final  del 

procedimiento los animales  fueron  sacrificados. 

La toma de  muestras  consistió  en  extraer  dos  biopsias  de la pared  del 

distal con una tijera  fina y pinzas  atraumáticas. Fue realizada  siempre  por  el 

mismo  investigador, y se inició  tan  pronto  el  animal  entraba en  plano  anestesico, 

Sin  dejar  tiempo de  estabilización. Los tiempos se distribuyeron  asignando  como 

minuto  cero  al  momento  de  extracción  del  primer  par de muestras.  A  partir  del 

minuto  cero se continuó  tomando  un  nuevo  par  de  muestras cada 60 minutos. El 
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peso de las biopsias se mantuvo cercano  a 0.02 gramos. Una de las muestras 

se colocó,  previo  lavado  con  solución  salina  normal, dentro de  un tubo Falcon 

que  contenía 2 ml de  líquido  con INT (Citotoxicity  Detection Kit. Boehringer 

Manheim). Luego de  una  hora  de  tener la muestra  suspendida  en ese medio, se 

realizó  centrifugación  a 250 g para extraer  las células, se agregó  ácido 

clorhídrico  para  detener  la  actividad  enzimática, y se tomó  el sobrenadante  para 

determinar en éI la actividad  de LDH midiendo  la  absorbancia  a 490 nm con  un 

espectrofotómetro  convencional  (Biotec  Instruments,  modelo EL31 1 ). 

La otra  biopsia se colocó, directamente en formo1  al 10% para  posterior  fijación, 

coloración  con  hematoxilina-eosina y estudio  histológico. La histología  fue 

revisada  por un  mismo  patólogo  que  no  estaba  informado  de la correspondencia 

entre  muestras  con  los  grupos y tidmpos.  Dicho  patólogo  emitió  una  calificación 

de  la  biopsia  con base en  los  parámetros  de  la  referencia [4]. Dichos  parámetros 

son: 

Grado O: mucosa  normal. 

Grado 1 :  desarrollo  de  espacios  subepiteliales en las puntas  de las vellosidades, 

y congestión  capilar. 

Grado 2: aumento  del  espacio  subepitelial y moderado  despegamiento  del 

epitelio de la lamina  propia. 

Grado 3: Despegamiento  epitelial  masivo  que  abarca  los  lados  de las 

vellosidades, y denudamiento  de las puntas. 

Grado 4: Puntas  denudadas,  vasodilatación  capilar,  hipercelularidad  de  la lamina 

propia. 

Grado 5: Digestión y desintegración  de la lamina  propia, hemorragia y 

ulceración. 

Los criterios para la graduación  histológica  (espacios  subepiteliales,  congestión, 

despegamiento  epitelial,  denudación  de las vellosidades,  hipercelularidad, 

hemorragia y ulceración)  fueron  calificados  de O a 3, para determinar el peso 

que cada uno  de  ellos  tiene  en  la clasificación. Luego,  se emitió el concepto  del 

grado. 
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Los resultados  se  fueron  organizando en Excel con base en la secuencia  de 

muestras.  Se hicieron columnas  correspondientes  a  número de rata,  grupo, 

tiempo en minutos al que  corresponde  cada  muestra,  peso del tubo con 

sobrenadante  sin  adicionar  el  tejido,  peso  del  tubo  con  sobrenadante  luego  de 

adicionar el tejido,  peso  del  tejido  en  gramos,  absorbancia  que  presentó el 

sobrenadante en tres  mediciones,  promedio  de  estas tres mediciones, 

multiplicación  por  cuatro  de  este  promedio  (debido  a  que se diluyó cuatro veces), 

absorbancia  promedio  del  medio  sin  tejido,  diferencia  entre la absorbancia  antes 

y después de la adición  del  tejido,  y  tasa  de  actividad  de  la LDH por gramo  de 

tejido. En cuanto  a la parte  histológica  del  estudio, la principal  columna  de  Excel 

fue para grado, y luego  otras para los criterios  de  dicha  graduación,  a  saber, 

hipercelularidad,  congestión,  espacios  subepiteliales,  despegamiento  de la 

lámina  propia,  denudamiento  de  las  vellosidades,  despegamiento del epitelio, y 

una última  columna para hemorragia,  ulceración  u  otras  observaciones. 

5.3. Estadística: Con el apoyo  del prigrama Systat,  se realizó una  estadística 

inicial descriptiva,  y  luego  estudio  de ANOVA de  una  vía  con  el  tiempo  como 

variable  independiente, y al cambio  de  absorbancia (actividad LDH)  como 

variable  dependiente,  para  cada  grupo.  Luego  se  hizo  una  normalización  de la 

tasa (actividad de  la  LDH  por  gramo  de  tejido  intestinal)  para  cada rata en cada 

grupo,  teniendo  el  tiempo  como  variable  independiente.  Posteriormente  se 

hicieron gráficas de  las  nombradas  estadísticas,  y del grado  histologic0 

encontrado con respecto al tiempo. 

Luego  se  hizo un agrupamiento  de  datos  bajo  dos  nuevas  variables.  Una  de 

estas Se llamó  “Perfusión”, y se le  asignó  un  valor  de 0 cuando  la  perfusión en el 

intestino  estaba  ausente,  y  de  1  cuando  la  perfusión  estaba  presente.  La  otra 

variable de agrupamiento  se  llamó  “Tiempo  de  isquemia”,  y  se le asignó un valor 

de 0 cuando  la biopsia fue  extraída  de un intestino  cuya AMS estaba  pinzada  por 

menos  de 60 minutos; u.n valor  de  1  cuando la AMS estaba  pinzada  por un 

tiempo  entre 60 y 120 minutos; y un valor de  2  cuando el tiempo  de  pinzamiento 
superó los 120 minutos, 

25 



Se hizo una regresión  lineal  entre  el  tiempo  de  isquemia y ta actividad  de la LDH, 

y luego una correlación  de Pearson entre  la  actividad  de la LDH y cada 

parámetro  histológico,  para  determinar el “peso”  de  dichos  criterios  en la 

calificación  de  grado  histológico. 

AI final  se hace un estudio  de ANOVA de una  vía  entre el grado  histológico y el 
“Tiempo de  isquemia”, y entre  el  grado  histológico y el tiempo, para todos los 
grupos. 
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6. Resultados 

Se obtuvieron 102 muestras  de  tejido para el  estudio  de  actividad de la LDH, y 

72 muestras  para  histología. Se presenta  una  estadística  descriptiva,  numérica, 

de  hallazgos de actividad LDH y de grado  histológico, por  grupo y por  tiempo. 

Tabla 1: Actividad LDH por  grupo y por  tiempo.  (Número de casos)Media+error 

estándar de la  media  (=SD/sqrt n) 

Tabla 2: Grado histológico  por  grupo y por  tiempo.  (Número  de  casos)Mediart 

error  estándar  de  la  media  (=SD/sqrt n) 

En las  tablas 1 y 2 se observan  más  datos  de los grupos O, I y 4, y de los 

tiempos  iniciales  de  lesión  isquémica. Los errores  estándar más grandes se 

encuentran  en  el  grupo 1 tiempo 360, aunque  todas  las  desviaciones 

observadas so,n  altas. Estos valores  son  graficados  en  las  figuras 9 a 13, que se 

incluyen  luego  de  presentar los cortes  histológicos  obtenidos  del íleon de  rata, 

representativos  de cada grado  histológico. 

27 



eosina. 1 OX. 
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de las vellosidades y congestión capilar. Coloracion hematoxiha eosina. 1OX. 
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Micrografía 3, íleon de  rata.  Grado 2: Aumento del espacio  subepitelial y 
moderado  despegamiento del epitelio  de la lamina  propia.  Coloración 
hematoxilina eosina. 1 OX. 
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Micrografia 4, íleon de rata. Grado 3 :  Despegamiento  epitelial  masivo  que  abarca  los 
lados de las  vellosidades, y denudamiento de las  puntas.  Coloración  hematoxilina eosina. 

1 ox. 
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Micrografía 5, íleon  de rata.. Grado 4: Puntas  denudadas,  vasodilatación  capilar, 
hipercelularidad  de  la  lamina  propia.  Coloración  hematoxilina  eosina. 1 OX. 
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Micrografía 6, íleon  de rata Grado 5: Digestión y desintegración  de la lamina 
propia.  Hemorragia y ulceración.  Coloración  hematoxilina  eosina. 1 OX. 

* .p 
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En  las  gráficas 9 a 13 se presenta  el  valor  medio  de  absorbancia  (consecuencia 

de  la actividad LDH) con sus desviaciones  estándar,  para  cada  grupo. Se 

observa  variación  de los valores  iniciales  alrededor  de 200 en todos los grupos 

con  excepción  del  grupo 3. Se observa  que  los  valores  de  absorbancia  no 

presentan muy grandes  variaciones entre grupos,  con  la  sola  excepción  de  los 

grupos 1 y 4. Se observa  también  tendencia a la disminución  de  la  actividad  de 

LDH en el  grupo  control, y alguna  tendencia  al  aumento  en los demás  grupos. 

Grupo O 

3500 - 

2500 - 

1500 - 

-500 1 1 

I I I I I I 

O 60 120 180 240 300  360 

Gráfica 9: Cambio en absorbancia (actividad LDH) contra  Tiempo  en  Grupo O. 
Se adiciona  el  error  estándar  de  la  media. 
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Grupo 1 

Gráfica 10: Cambio en absorbancia  (actividad LDH) contra  Tiempo en Grupo 1. 
Se adiciona el error  estándar  de la media. - 

Grupo 2 

2500 

1500 

-500 5, 
O 60 120 180 240 300  360 

Gráfica 11: Cambio  en  absorbancia  (actividad LDH) contra  Tiempo  en  Grupo 2. 
Se adiciona el  error  estándar  de  la  media. 
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Grupo 3 
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Gráfica 12: Cambio en absorbancia  (actividad LDH) contra  Tiempo en Grupo 3. 
Se  adiciona  el  error  estándar  de la media. 

Grupo 4 
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Grhfica 13: Cambio en absorbancia  (actividad LDH) contra  Tiempo en Grupo 4 
Se adiciona  el  error  estándar  de  la  media. 
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GrAfica 14: Actividad LDH por  gramo  de  tejido,  normalizada, con respecto  al 
tiempo, para el  grupo O. 

En la  gráfica 14 puede  observarse una gran  variación  en  la  tendencia  de  la 

actividad LDH entre  el  minuto O y el 60. De este  minuto  en  adelante se ve 

tendencia  en  el  grupo O de  mantener  valores  normalizados de absorbancia 

menores  a 5, con  excepción  de  la  rata 13. 
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Gráfica 15: Actividad LDH por  gramo  de  tejido,  normalizada, con respecto  al 
tiempo,  para el  grupo 1. 

En la  gráfica 15 obsérvese la tendencia  a  aumentar  la  actividad de la LDH en 

todas  las  ratas  excepto  la  número 14, y la  número 15 a partir  del  minuto 180. 
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Grafica 16: Actividad LDH por  gramo  de  tejido,  normalizada, con respecto al 
tiempo,  para el grupo 2. 

En la  gráfica 16 se observa  que  el  grupo 2 es el  que  mejor se ajusta a  nuestra 

hipótesis. Esto  se evidencia  también  en  las  gráficas 1 1  y 21. 

En la  gráfica 17 se puede observar la tasa  normalizada  de  actividad LDH para el 

grupo 3. Este grupo  muestra  progresión  de  actividad LDH entre  el  minuto O y el 

60, seguida  por  una  meseta, y descenso de  dicha  actividad  coincidente con la 
reperfusión. Luego, a partir  del  minuto 180, se observa un  nuevo  aumento  de 

actividad con igual  pendiente  que  entre  el  minuto O y el 60. Ambos  grupos 

mantienen  valores  normalizados  menores a cinco. 
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Gráfica 17: Actividad LDH por  gramo  de  tejido,  normalizada, con respecto  al 
tiempo, para el  grupo 3. - 
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Gráfica 18: Actividad L.DH por  gramo  de  tejido,  normalizada, con respecto al 
tiempo, para el  grupo 4. 

Observe en la  gráfica 18 cómo los valores  exhibidos  se  mantienen  por  debajc  de 

5 con  excepción  de  la  rata 19 al  minuto 120, y de  la  rata 18 en  todo  momento. 
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Las gráficas 19 a 23 muestran  el  grado  histológico  encoñtrado  en cada tiempo, 

para cada grupo. En la  gráfica 19 las  ratas 3 y 9 presentan  valores  compatibles 

con daño  isquémico  leve. Observe que  la  rata 13 muestra  un  comportamiento 

errático. En esta  gráfica se observa  que  también  la  rata 3 presenta  cambios 

bruscos de valor  histológico. 

Grupo O 
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Gráfica 19: Grado histológico  con  respecto  al  tiempo,  para  el  grupo O. 
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Gráfica 20: Grado histológico con respecto al tiempo, para el grupo 1. 

En la gráfica 20 se  puede  observar  que los valores  de  la rata 4 se apegan  a la 

teoría. Existen muy pocos  valores  de  grado  para  aproximar  una  tendencia en los 

demás  animales  de este grupo. 

En la gráfica 21 se despliega el grado  histológico  encontrado en  el grupo 2. Se 

observa progresión de  lesiones  durante la isquemia, y mejoría  con la 

reperfusión,  contrario  a lo que  sucede con los grupos 3 (gráfica 22) y 4 (gráfica 

23), en los cuales  el  daño  parece  aumentar  con  la  reperfusión. 
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Griifica 21: Grado  histológico  con  respecto al tiempo,  para el grupo 2. 
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Gráfica 22: Grado histológico con respecto al tiempo, para el grupo 3. 
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Griifica 23: Grado  histológico  con  respecto al tiempo,  para el grupo 4. 
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Gráfica 24: Actividad LDH por  gramo  de  tejido, no normalizada, en biopsias  con 

perfusión ausente  y  tiempo  de  isquemia >I20 minutos,  a la izquierda,  y en 

biopsias con perfusión presente y tiempo  de  isquemia <60 minutos. (ANOVA 

p<0.05). Obsérvese  que  el  promedio  de  absorbancia en las muestras  extraídas 

de  animales  con  mayor  tiempo  de  isquemia  y no perfundidas triplica los valores 

de  las  muestras con menor  tiempo y perfundidas. 
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Gráfica 25: Actividad LDH por  gramo  de  tejido, no normalizada, en biopsias con 

perfusión ausente y  tiempo  de  isquemia  entre 60 y 120 minutos,  a la izquierda, y 

en biopsias con perfusión  presente y tiempo  de  isquemia e60 minutos. (ANOVA 

~ ~ 0 . 0 5 ) .  Obsérvese  que  el  promedio  de  absorbancia en las muestras  extraídas 

de  animales  con  mayor  tiempo  de  isquemia y no perfundidas  triplica los valores 

de  las  muestras con menor  tiempo y perfundidas. 
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Gráfica 26: Actividad  LDH por gramo  de  tejido, no normalizada,  con  respecto  a 

los datos  agrupados  en  “Tiempo  de  isquemia”  (ANOVA  p<0.05).  Se puede 

observar  progresión  lineal  del  valor  de  actividad  LDH en la medida que el posible 

daño  isquémico  crece,  y  que no hay traslape  entre  las  desviaciones  estándar.  En 

las  gráficas 24 a 26 se  evidencia  que el promedio  de  absorbancia en las 

muestras  extraídas  de  animales  con mayor tiempo  de  isquemia  triplica los 

valores  de  las  muestras  con  menor  tiempo  de  isquemia.  Se puede observar 

progresión lineal del valor  de  actividad LDH en la medida  que  el posible daño 

isquémico  crece. 
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Gráfica 27: Correlación  entre  el  cambio  de  absorbancia y el  tiempo  del 
experimento,  para  todos los grupos. r=O.337; p=0.008 

La gráfica 27 exhibe  una  regresión  lineal  entre  el  tiempo  como  variable 

independiente, y el  cambio  de  absorbancia,  consecuencia  de la actividad  de  la 

LDH, como  variable  dependiente.  Note  la  correlación y los  valores  de 

c 

probabilidad ~ 0 . 0 5 .  
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Gráfica 28: Correlación  entre  actividad LDH con  cada  pardmetro  histológico,  para  determinar el 

peso  que  cada  parámetro  de  estos  tiene  en  la  determinación del daño  isquémico.  Coeficiente  de 

Pearson  para  denudacidn  contra  grado =0.75. Para  denudación  contra  congesti6n =0.53. Para 

actividad LDH contra  congestión =-0.3. TASALDHPOR:  Tasa  de  actividad LDH por  gramo  de 

tejido.  HIPERCEL:  Hipercelularidad.  CONGEST:  Congestión.  ESPACIOS:  Formación  de 

espacios  subepiteliales.  LAMPROLIFT:  Despegamiento  de  la lamina propia. DENUDAC: 

Denudación  de  las  vellosidades.  GRADO:  Grado  histológico  observado. 

Aunque la gráfica 28 presenta los coeficientes  de  Pearson  más altos para 

denudación contra  grado y denudación  contra  congestión, y que el parámetro 

más correlacionado con actividad LDH es  congestión,  para el patólogo  usando  el 

microscopio  de luz los  criterios  de  dicha  graduación con mayor peso fueron  en 

su  orden la hipercelularidad  (muy  en  particular linfocitosis), la vasodilatación- 
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congestión, y la aparición  de  espacios  subepiteliales. El denudamiento  de  las 

vellosidades tuvo  un peso intermedio  en  la  graduación, y finalmente  el 

despegamiento  de  la  lámina  propia y el  despegamiento  del  epitelio  casi  no 

tuvieron  valor  diagnóstico,  para  el  patólogo. En la columna de observaciones,  la 

observación  más veces encontrada  es  hiperplasia  folicular  linfoide (1 1 casos). 

Hallazgos  de  hemorragia y ulceración se dieron apenas 1 y 2 veces 

respectivamente. 
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Gráfica 29: Grado histológico  con  respecto del posible daiio isquémico,  para todos los grupos. 

Observe la proporción  directa  que  hay  entre  las  variables  Grado  Histológico  y  "Tiempo de 

isquemia". 

En la gráfica 29 puede  observarse  que  no  hay  traslape  entre  las  desviaciones 

estándar  de los tiempos O ( - 6 0  min) y 2 (>120 minutos de  pinzamiento  de  la 

AMS), pero  también  que  cuando  el  posible  daño es apenas O,  ya el Grado tiene 

una  media  de 2. La gráfica 29 muestra la proporción  directa  que  hay  entre el 
Grado  Histológico y el  posible  daño  isquémico  dado  por  un  progresivo  tiempo  de 

isquemia. Es significativa la diferencia  que  hay  entre los posibles  daños O, y 2, 

pero  obviamente  las  muestras  estaban  lesionadas desde el  tiempo O. De hecho 

en  el  tiempo O de  todos los grupos la media  del  grado  histológico  fue 2.1 

(gráficas 29 y 30) y se mantienen  valores  altos  de  graduación  en  todos los 
tiempos. 
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Gráfica 30: Grado histológico  a medida que transcurre  el tiempo, para todos los grupos. 

Observe en la gráfica 30 que en el  tiempo  experimental O de  todos los grupos la 

media del grado  histológico es  de 2.1 (desviación  estándar 1.3; probabilidad 

para medir  daño  con  base  en  el  grado  histológico =0.04). Resalta el descenso 

del grado  para  el  tiempo 180. Los valores  de los demás  tiempos  se  comportan 

según lo esperado con valores  altos  de  graduación y una  discreta  tendencia  a 

recuperarse por la reperfusión, con aumento de la desviación  estándar. 
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7. Discusidn 

El presente  estudio  aplicó  la  medición  de  actividad  de LDH en tejidos  completos, 

específicamente en la  pared  del  íleon;  agregó  mediciones  durante  la  reperfusión, 

y trató  de  aportar a  la  caracterización  del  daño  isquémico  intestinal  llevando los 
animales  hasta  seis  horas  de  isquemia. 

Lo que  más  resalta  en  las  tablas 1 y 2 son los altos  errores  estándar  de la 

media.  Graficados en  las  figuras 9 a 13, hacen evidente  que los valores de 

absorbancia  no  presentan muy grandes  variaciones  entre  grupos,  con  la  sola 

excepción de los  grupos 1 y 4. Dicho  de otra manera,  que  la  medición hecha en 

un  individuo  no  permite  la  automática  determinación  de su  estado. Por su  parte, 

las  micrografías  presentan  con  claridad  la  progresión  del  daño  isquémico. Esto 

es consecuente con los hallazgos de Thompson”, Decker7’ y Chiu4, 

respectivamente. 

En algunas  ratas  como la 13 (grupo O), la 14 y la 15 (grupo I), el 

comportamiento de los valores  es  impredecible  tanto  en  actividad LDH corno en 

grado  histológico. Las citadas  ratas  son  las  únicas  que  muestran  absorbancias 

negativas, si  bien  la  última apenas toca  dichos  valores. Estos tres  animales 

fueron operados el  mismo día, junto con  la  rata  número 16, que  murió 

espontáneamente  a  las?  horas  de  procedimiento. No hay  registrado en bitácora * 

ningún  otro  evento  especial  que  explique lo errático  de sus valores. En 

publicaciones  de  graduaciones  histológicas  no se encuentran  comentarios  de 

variabilidad  en los resultados4. 

Los valores  negativos  de  absorbancia  son  atribuibles  a  que  el  valor  final  de 

absorbancia se obtuvo  restando  la  absorbancia  del  medio  con  tetrazolio  luego  de 

haber  adicionado  la  biopsia,  de  la  absorbancia  del  medio  antes  de  haber 

adicionado  la  biopsia. Es inesperado  que el medio  presente una absorbancia 

menor  luego  de  haber  interactuado  por  una  hora  con  la  biopsia,  respecto  de  la 

absorbancia  de ese mismo  medio  antes  de  dicha  interacción.. 

El grupo 2 es el que mejor se ajusta a  nuestra  hipótesis, según se evidencia 

también  en  las  gráficas 1 1 ,  16 y 21. Esto es  compatible  con  los  hallazgos  de 

Powell2. 
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En la  graduación  histológica,  las  ratas  cuyo  comportamiento se apega mejor a  la 

teoría son la 4,  la 6, la 7, y la 8,  cada una  perteneciente  a  un  grupo  diferente. En 

algunos  otros casos no  hay  una  tendencia  definida  hacia  la  progresión  del  daño 

isquémico, y en  otros  más  existen  muy pocos valores  de  grado  para  aproximar 

una  tendencia. Observando las  gráficas 21 , 22 y 23, es muy  interesante  que  en 

el  grupo 2 (una hora  de  isquemia  seguida  por  una  hora de reperfusión) se vea 

progresión  de  lesiones  durante  la  isquemia, y mejoría con la  reperfusión, 

contrario  a lo que sucede con los grupos 3 (dos horas  de  isquemia  seguidas  por 

dos  horas  de  reperfusión) y 4 (tres  horas  de  isquemia  seguidas  por  tres  horas  de 

reperfusión), en  los cuales el  daño  aumenta  con la reperfusión en la escala 

histológica y en la  prueba  bioquímica. Esto nos  permite  postular  que  la  ventana 

terapéutica  para  que  la  reperfusión sea útil y no  perjudicial puede estar  antes de 

la segunda hora  de  isquemia. 

Las curvas  presentadas  en  las  gráficas 24 a 27 apoyan el postulado  de  que  la 

actividad de la LDH se incrementa  linealmente a  medida  que  el  tiempo de 

isquemia  aumenta. 

Este trabajo  muestra una débil  asociación  entre los hallazgos  histológicos y los 

hallazgos  de  actividad de la LDH (gráfica 28), y que  ninguno  de los dos métodos, 

solos o combinados, es ideal  para moniforearel daño  isquémico,  ya  que  exige  la 

extracción  de  tejido,  un  procesamiento  de  varias  horas  para  obtener  datos, y se 

obtiene  una  gran  varianza  en los resultados. 

La gran  varianza  hallada  en los valores  de  absorbancia  (actividad  de LDH) 

puede ser  consecuente  con  la  realidad, o puede obedecer a  insuficiencia  de 

repeticiones,  inexperiencia  de los investigadores, mal estado  de  las  sustancias 

utilizadas en el  medio  que  constituiría  el  sobrenadante, o a  que  la  actividad LDH 

de 10s eritrocitos,  leucocitos,  otras  células  constitutivas de la pared  ileal, y 

bacterias  de la luz  intestinal, haya producido  un  ruido  tal  que  oculta  la 

información. 
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Otras  limitaciones  fueron: 

- Este trabajo  incluyó  toda  la  pared  del  íleon  en  las medidas.  Trabajos  más 

detallados deben hacerse  para  caracterizar  el  daño iSquémiC0  exclusivamente 

en la mucosa intestinal,  por  ser  ésta  la  primera  afectada  por la isquemia, y 

porque  una  terapia  orientada  a  la  defensa  de la mucosa podría  cambiar 

radicalmente  las  abrumadoras  cifras  presentadas  en  la  referencia [I], sin  esperar 

a  que  las  lesiones  abarquen  todas  las  líneas  celulares  de la pared  ileal, es decir, 

sin  esperar al  infarto  transmural. 

- Existe  actividad  de  la LDH en  el suero,  en  todas  las  líneas  celulares 

involucradas  en  la  pared  del  intestino,  probablemente  en  varias  de  las cepas 

bacterianas  de la luz  intestinal, y aun  posiblemente  en  las  sustancias usadas 

dentro  de la prueba.  Inclusive, el  daño  isquémico  en general, y el  intestinal  en 

particular, deben considerarse  injurias  mediadas  por  células de la  defensa . 

Estas células de la defensa también-  liberan LDH al  sobrenadante, al  punto que 

podrían influir en los resultados. Además, en este  estudio  pudieron  involucrarse 

sustancias inhibidoras  de  la  actividad  de  la LDH o de  la  diaforasa. Por otra parte, 

un  volumen  grande  de  estudios  podría  llegar a la  conclusión  de  que  en  general 

los valores  de  la  actividad  de  la LDH en  la  pared  completa  del íleon,  con todo lo 
que esa pared  conlleva,  son  similares  para cada tiempo  de  isquemia. 

- El grupo O, de  control,  no  estuvo sano todo  el  tiempo,  ya  que  al  no  cerrar  las 

heridas causadas por  la  extracción  de  las biopsias,  se estaba  induciendo 

peritonitis  en  todos los grupos  a  partir  del  inicio  de  la  manipulación. 

- NO figura  en  la  bitácora  la  medición precisa del  tiempo  transcurrido  entre  el 

momento  de  adición  de  la  biopsia  al  medio  de  reacción, y el  momento  de  adición 

de HCI para  detener  la  reacción. Esto abre  la  posibilidad de que en algunas 

muestras se haya dejado  actuar  más  tiempo a  las  enzimas LDH y diaforasa  que 

en  otras,  con lo cual se pudo  acumular  más  producto. 

- Hubier.a  sido  un  complemento  importante  el  usar  otra  prueba estándar,  como 

la  tonometría  intestinal,  que  midiera  cuánta  isquemia había en  el  tejido  en el 

momento  de  la  extracción  de biopsias. 

12,13 
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En la parte histológica los hallazgos  fueron  similares  a tos de la literatura.  Una 

buena  organización  del  rotulado  de  las  muestras  disminuye  el riesgo de  que 

algunas  se pierdan, y limita  desde  un  principio la posibilidad  de que el  patólogo 

infiera la pertenencia  de  las  biopsias  a  determinado  tiempo o grupo.  Son  obvias 

las  limitaciones de la  histopatología  para la caracterización del daño  isquémico 

debido  a su información no dinámica,  y  a  que la extracción de muestras puede 

introducir ruido al experimento. 



8. Conclusiones 

Se acepta  la  hipótesis  de  que  la  actividad  de  la LDH, reflejada  en la reducción  de 

INT, aumenta  a  medida  que  aumenta  el  daño  tisular  por  la  isquemia.  Por  ello,  la 

medición  de  actividad  de LDH permite  medir  el  daño  isquémico. No se logra 

sostener  la  hipótesis  de  que  dichos  cambios se  hacen más evidentes con la 

reperfusión. 

Este trabajo  encuentra su principal  utilidad  en  hacer  un  aporte  sencillo a la 

caracterización  del  daño  isquémico  de  la mucosa intestinal  con  respecto  al 

tiempo,  de  manera  que  complementa la validación  del  espectrómetro  de 

impedancia  construido  por  nuestro  Laboratorio. 

Es necesario continuar  en  la búsqueda de  métodos  no  invasivos  para  la 

detección  temprana  de  la  isquemia  gastrointestinal,  que  permitan  además  el 

monitoreo  de  su  tratamiento. 

8.1. Recomendaciones para trabajos futuros 

Con la  experiencia  de  haber  realizado  estas  mediciones y haber  escrito  esta 

tesis, nos permitimos  señalar los puntos  principales  a  corregir o aumentar  en  un 

eventual  estudio  futuro  que use los métodos  que usamos. . 
Un estudio  posterior  debe  abarcar  controles  de  la  actividad  de LDH en  el  propio 

medio  de ensayo, para  sustraer  el  valor  de absorbancia  registrado  ahí  de los 
valores  obtenidos  posteriormente. Debe también  incluir  un  control  de  liberación 

espontánea de actividad LDH, y un  estudio  de  la  cantidad  máxima  de LDH que 

puede ser  liberada  por  las  líneas  celulares  involucradas. Haber usado un  grupo 

de  animales  control  puede  haber  disminuido  este  tipo  de  problemas en este 

trabajo,  pero  quizás  no lo suficiente. Esto en  particular  porque  no  podemos 

calcular, ni siquiera  de  manera  aproximada,  las  diferencias de cantidad  de 

sangre, bacterias y células  de  la  defensa  que  hubo  entre  muestra y muestra. 

Debe  medirse. cuidadosamente  la  cantidad  de  tiempo  que pasa la  enzima 

actuando en el  sustrato  antes  de  añadir  el  ácido  clorhídrico. 

Debe  usarse un  medio  de  extracción  de  biopsias  que  deje  cerrado  el  orificio, y 

que  no  agregue  más  lesión  al  tejido. 
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Si se quiere  repetir  este  estudio,  conociendo  la  varianza  obtenida, se puede 

calcular  el  tamaño  de  la  muestra  recurriendo  a  la  ecuación 

en  donde d es la  cantidad  de  unidades  que el intervalo se extiende hacia uno y 

otro lado  del  estimador, f 7 - d  es el  coeficiente  de  confiabilidad  (que  para  la 

varianza de nuestros  datos  tendría  que  ser  de  máximo 0.90), S', es la 

estimación  de  la  varianza  de  la  población  para  un  grupo x a un  tiempo 

determinado, y n es el  tamaño  de  la  muestra  para  dos pobla~iones~~. 

Esta ecuación  resuelta  para n es 

Visto lo anterior y haciendo los reemplazos correspondientes, se encuentra  que 

para un  intervalo d de 1 O unidades  de  absorbancia y un f7-d de 1.44, la  cantidad 

de  animales  a  usar  en cada grupo  estaría  alrededor de 3850. Como esto  no es 

factible, se puede continuar  ampliando  el  intervalo a  uno y otro lado  del 

estimador, ó bien  disminuir  el  grado  de  confianza  hasta  alcanzar  un  número 

factible  de  animales  por cada grupo. 

Por último  insistimos  en  que lo principal  es  buscar nuevas formas de diagnóstico 

y monitoreo  del  estado  de  la mucosa. Estos nuevos  métodos deben validarse  no 

solo en su valor  diagnóstico  sino  también  pronóstico, y en su utilidad para guiar 

al  médico  en  la  terapia  del  paciente  crítico. 

# -? 
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RESUMEN 
El  objetivo de este estudio fbe evaluar la  posibilidad de 

utilizar la  espectroscopía de impedancia para monitom de 
daiio isquémico  en la mucosa intestinal, utilizando  una  sonda 
intraluminal minimamente invasiva. En la Últimna década se ha 
demostrado  la impomncia de la mucosa intestinal  en casos de 
choque y se han desarmllado varias tecnolo@ para el 
monitom de la perfusión, la  oxigenación, y/o el  nivel de 
isquemia en la tnucosa gastrointestinal. M& notablanente se 
hacomenzadoausarclínicamentelatonomehíaparamedirel 
pH intramucoso @Hi) como indicador de isquemia tisular. Sin 
embargo, ninguno de los métodos reportados m permiten 
identificar la severidad  del dafb isquémico en la muma 
intestinai, información CNCial para entender  el  desarrollo  del 
choque y prevenir  la Falla Orgámca Ibfúltiple. . 

El  protocolo  experimental se desarrolló  en un modelo de 
hoque hipovolémico isobárico en  conejo  anestesiado.  Se 
:gistrarr>n espech.os de impeQncla compleja de SoHz a 
JOKHi y mediciones simul- de pHi en la mucosa del 

Aeon,  a diferentes tiempos de isquemia  e  isquemia- 
reperfuslón. Los resultados muestran que los espedros de 
impedancia de la rrmcosa intestinal son reproducibles, que l o s  
espectros de  tejido da?irado por un cierto periodo de isquemia 
son claramente  diferenciables de los espectros de tejido sano, 
y que estos catnbios espectrales dependen del tianpo de 
quemia y no  del  pHi o el nivel de perfitsib tisular. 
ahbras clave: Tonómetro, isquemia intestinal, Espectro 
e impedancia, pHi. 

1. INTRODUCCI~N 
Enlosúltimosailossehareconwidolaimpomnciadela 

.nuCosa gastrointestinal  en  el proceso de descompensación  en 
choque y el  desarrollo de Falla OrgAmca Múltiple (FOM). 
Cualqwu insuficiencia &émica en el swninistro de oxígeno 
afecta de forma muy temprana a la mucosa gastrointestd 
[1,2].  Isquemia  en  este  tejido  puede  ser  detectada  con 
frecuencia,  antes que cualquier om irregulanW a nivel 
.&témico, y puede senir como un indimdor muy temprano 
le1 inicio de choque.  Después de un cierto  periodo isquémico, 
;a mucosa intestinal se degrada, perdiendo su función de 

y permitiendo la mlocación de endotoxinas y 
bacterias grle aguduan el choque [4,51. La isquemia en la 
mucosa gastrointestinal ocurre en m& del 56% de los 
pacientes en cuidados intensivos, y ha sido  relacionado  con  el 
W Yá de l a s  muertes [6]. 

En los liltimos años se han desarrollado y evaluado varias 
pias enfocadas a evitar o l i m i t a r  l o s  efectos  negativos  del 
I isquémico  en la muwsa [7.10]. La efectividld de estas 

terapias  depende de forma crucial d e l  estado de la mucosa en 
el  momento de la intervención. Es importante poder 
detenninarsiel~alamucosaesirreversibleysiseha 
perddo su función de barrem Cuando el tiempo de isquemia 
es corto, se considera  que se ha presentado un daño isquémico 
todavía  reversible, por lo que es óptimo prevenir o Limitar una 
situación de daño isquémico en la mucosa mediante una 
mcitación hemodinámica agmiva, vasodilatadores para 
aumentar  la  perfusión local, oxigenación intmlumixd y 
mhcción de los requerimientos de oxígeno, eliminank, focos 
de infeccibn, pus y eniiia& el  tejido, tambib se pede  
penh el peligro de bscterias en el iumeq mediam 
antibibticos y lavados ghsmcos. En contraste, si el tiempo de 
isquemia es prolongado, se puede llegar a un pmto en el que 
el daib iquémico es suficientemente grave y es importante 
prevenir dailo adicional por qerfusión mediaw aislamiento 
del tejido, co- endotoxinas y bacterias, también se 
debe pensar en eliminar radiales h i  por med~os 
f8nnacol6gicos y limitación gradual de la  perfusión [7]. Sin 
embargo,  para poder hacer m& efectivas estas posibles 
tp,rapias,haoefaltaunmecanimocapazdemedirelnivelde 

Algunos &dos de monitorw, se han rlesarrollado para 
determinar las mndiciona de flujo sanguíneo [3] y 
metabolismo en la mucosa, tales el nivel de acidosis 
0 ,  presión parcial de oxigeno (por ) y presión paraat de 
dióxido de carbono (PCQ ) con el objetivo de determinar 

mucosa intestid. Ense estos métodos, destaca la  tonometría 
gastrointestinal que pernute calcular de form indirecta el pH 
intramucoso @Hi) para detectar isquemia en este  tejido, y el 
cual se ha vuelto una técnica de t.econocido valor clínico [3]. 

Las medidas de espectroscopía de lmpedancla son más 
completas y údes que sólo medidas de Impedancia, esto es 
porque  la unpedancla esth medida en numemas fiecuemias y 
los datos se a- en  el modelo matemático  del material 
medido. Así, los parámems del  sistema exhaídos tienen 
mucho más infonnaci6n, hay tambih, un niunen, grande de 
parámem disponible para la caracterización de materiales. 

Se ha propuesto utilizar un espectrimetm de impedancia 
pmtotipo [ 171 para monitorear la permabdidad iónica  e 
integridaddelasparedescelularesdelamucosaintestinal. 

El propósito de esta investigacibn es integrar el  sistema de 
análisis de espectros de impedancia recogidos de un 
espectrirmetro prototipo y determinar si existen diferencias  en 
los espectros  registrados bajo diferentes  tiempos  de  isquemia 
e isquemia-reperfúsión con respecto a espectros registrados en 
tejido sano, el estudio se complementa  con una identificación 

daiiotiSUhr~lamuEosagiX&Ointestinal. 

hippelíüsióq hipóxia y particularmente isquemia local en la 



&l nivel de iquemia intestid mediante el mOnitOre0 de 
PHI, fhaimmk determinar si es posible  considerar la 
espectroscopía de lmpedancla como una henamienra de 
diaglB5stlcoenlaseVeridaddeWo~~co. 

2. METODOLOGÍA 
f i p e c ~ m e t m  de impedancia 

se di se^ y construyó un- instnunento prototipo, el cual 
puede medir la impedancia compleja  del  tejido  a  fíecuencias 
hastade300KHzEsteinstnunentosecomponedetrespartes 
principales: La primera parte es la correspondiente al 
imtmmentoporsimisnofespectrbmetro),lasegundapartees 
laquecomespodealcontrdysebasaenunacx>mputadora 

(sonda de cuatro electrodos). El espech6tnetm genen una 
corriente  constante al tejido y mide la mphncia compleja 
queéstepreserrtasobreelrangodefrecuencias~. La 

imtmnmtotalescomoelrangodehenciasde~ón, 
la captura de datos y su almacenamiento asi como el 
procesamiento de éam. Por medio del sistema de cuatro 
electrodos se inyecta una comente de excitación COIlstante  en 
el  tejido. La corriente  a su vez genera un voltaje,  &e es 
medido  por  los  electrodos interiores. 

persoIlal. La tercera y última parte cow& al sensor 

computadora personal controla las Opemciones del 

Srstema de medcbn 
I 1 dflvdtajecomplqo 

Frgura I .  Srstrma de cuatro ekCRodoS para  mc*fiadn  de  impedmcia 
complela  del tejrdo. La fiente de corriente  produce una excitacrón 
renordal  constante  en  el tqiab a trads de los dos electrodos 
extenores. Las  mediciones  complejas de  voltqe se  realizan  mediante 
los dos electrodos  Interiores. 

La comente  de  excitación aplicada se distn'buye  en  el 
tejido siguiendo la ley de Ohm y forma superficies 
quipotenciales Cada electrodo se encuentra a un potencial 
M o  y depende  de la posición de los electrodos, la 
iistribucibn de corriente en el tejido y las caacmsb 
:léctricas y geomktrieas  de  &e. La impedancia del  tejido 
lefinida de esta form corresponde a un volumen de tejido 
:on limites definidos por las superficies equipotencides. 

La parte instrumental del espectrómetm realiza varias 
unciones. h e r o ,  genera la comente de salida empleando  el 
nódulo de la füente de  corriente. La comente  tiene una forma 
ie onda senoidal con minima distorsión armónica Su 
iecuencia se controla  por medio de  la  computadora p e r s o n a l .  

a comente  de salida generada se vwlve a medir como 
eferencia por Inedio del m6dulo de medici6n de comente. 
%te módulo cambia la corriente de salida a  voltaje por medio 
le una resistencia. El voltaje así generado  se amplifica 
ncdiante un amplificador de -Ón (4), se modula 
:n el bloque de mdulacib y se captura por medio  del 

I .  os 

m&iulo de adqujsicidn de datos. La corriente pasa por este 
módulo sin modificación alguna. Por último la corriente de 
salida pasa por tnedio del cable  blindado al sistema de 
electrodos y se inyecta en el tejido. El voltaje de entrada asf 
generado (en tre  los electrodos) se amplifica mediante un 
ampllfícador ctiferencial de -óu (&) y 
posteriormente pasa al mbdulo de moddacidn y al de 
adqwsicihn&tdatoa 

U 

Figura 2 Diagrama  a b1oque.c detallado. E l  astema  de  electrcdos 
hace la interjime  con  et tejido  inyectando UM corriente de exc~taciofl 
y midiendo  el  voltaje  correspondiente  del  tejido. El amplificador Ac 
procesa el mltqe medido se &@talizay se  envía  a la PC. 

ElsistemautilizaparaeIcaldo&au4)~yf&fepara 
determinarLlmpedancracomp~ejaserealizafueradelínea 
mediante  algoritmos programacbs en MATLAB. 
Protmolo expen'mental 

La etapa  experimental consisti6 en experimentos in vivo 
en  conejos  blancos Nueva Zelanda de 2.5 a 4.2 Kg. Los, 
animales fueron anestesiados con  pentobarbital sódico a 
SOmgKg, manteniendo la anestesia se* necesidad  por el 
resto  del  experimento.  En cada animal se realizó una 
traqueotomía para asegurar una mqhción sin obstrucción. 
Se colocaron líneas en la vena yugular derecha y en la 
arteria carótida izquierda para el monitom continuo  de 
presión artetial y venosa. Tambikn se catetaizb la arteria 
femoral  derecha para muestras de sangre arterial y para 
extraer  volumen sanguíneo como parte  del  modelo  de 
choque hemorrágico. Se realizó un laparotomía para 
introducir  quirúrgicamente la sonda experimental y el 
tonómetro  en  el  íleon. Una vez  concluida  la intervencih 
quirúrgica, se hepanruz6 al animal con una dosis  de 
200WKg (IV) y se comenzó  el  experimento  (t = O). En 
todos los experimetltos se obtuvieron  muestras arterial y 
tonométrica, y se registró un espectro de impedancia cada 
30 minutos  hasta t = 270 min. o hasta la muerte  del conejo. 
Las muestras de sangre arterial y del  tonómetro heron 
analizadas por  gasornetria para calcular  el pHi. Al concluir 
el experimento se aplicó eutanasia por inyección  de 
solución  de  KC1  endovenoso. 

Se mlizamn espectros de irn- cada 30 minutos en 
el transam0 de cada e'uperimeno, se aplico una corriente 
a l t e r n a d e 2 m A a 2 5 ~ ~ d i f e r e n t e s e n u n a n c h o d e  
tmda de %Hz a 3oOlcI-I~. Se calculo el valor de impedancia 
en magnitud y su correspondiente  en fase para cada 



frecuencia en htervalos de 30 min. Se detenr6no el diagrama 
de Nyquist m-ene. 

Gnrpos experimentales 
El -0 e q e r k & d  0011Sisti6 al h creación de 3 

gnrpos Grupo Control (6). Gnrpo 
Isquexnia (n=5) y .Grupo Isquemia-Reperfkión ( ~ 5 ) .  En el 
grupo m m l ,  se completo el expenmento sin ninguna 
manipulacljn adicional, tomando las muestras cada 30 mia 
hastat=240. Enlosotrosdosgrupos,despuésdeunahorade 
estabilización (e=), Los conejos fueron sometidos al modelo 
de hipovolemia  isobauica  de WIGGERS. En este modelo se 
extme sangre via la arteria femoral hasta alcanzar una PAM 
de 40 mmHg (''presión de choque")  en un lapso aproximado 
de 15 minutos, y se mantiene dicha PAM inicialmente por 
nuevas extracciones (fase compensada). En  el grupo de 

. isquemia, cuando el volumen exsanpinado llegó a su 
máximo y la presión e+ a caer (inicio de la fase 
deescompensada), el  experimento se continuó sin ninguna 
manipdaaón adicional hasta la muerte del conejo. En el 
grupo de isquemia-reperfkión, al comenzar la fase 
descom la presión arterial de choque se mantuvo por 
15 minutos más a base de pequeihs reinfusiones de la sangre 
extraida. Al concluir los 15 m i n u t o s ,  se reinfundió 6ooh del 
volumen e- y se continu(, el expahento sin 
ninguna manipulaciin adicional hasta F240 o hasta la muexte 
del conejo. 

Análisis  espectral 
L o s e s p e c a o s d e m p e d a m a f ü e r o n n o ~ c o n  

AaciÓn a la lmpedancla de referencia medida a 300KHz (el 
punto m& insensible a los cambios  estructurales.en  el tejido), 
divi&endolasmpedawmporlatmpedancladereferenciay 
resthiole a las fases la fase de referencia Los espectros 
k g 6  fueron promediados por tiempo y grupo. Finalmente, 
los espectros normalizados y promediados para cada tiempo 
fueron comparados para establecer si se podian encontrar 
laras  diferencias en los  espectros de los diferentes grupos. 

Curso  Temporal  de la Presión Arterial Media 
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Figura 3. Representación grwca de f a  Presión  Arterial Medm en los 
tres grupos de eaprimentación protocolo. Notense  las  curvas 
claramente  definidas para los grupos isquemia  sin  tratamiento e 
isquemia-repe@uion  asi como la estabrbdad de la curva control. Se 
muestra también los datos de significancia estadística medate un 
análisis anow de 2 vias. 
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Ftgura 5. Dragramas de Nyqurst de los espectros promedio 
nonnaltzados de teJtdo sano y tejido rsquémico a tres hempos 
dferentes. En (a) a t=90 la mucosa ya esta en rsquemra y el espectro 
emprezu u drferenctarse  del  control. En 0) a ~ 1 8 0  lo mucosa ya 
sufrio 30 mrnutas de rsquemia y su espectro es claramente dtfirente al 
control. En (e) a t=240 la  mucosa  lleva  una hora de repeMsión y a 
medtda  que se recupera,  el especpo vuehw aparecerse ai control. 

Es interesante notarque los espectros no sblo se separan 
uno del otro, pero también cambian de morfología en l o s  
diagramas de Nyquist: Los espectros normales tienen un 
forma circular (en acuerdo con el modelo de  Cole y Cole), 
mientras que l o s  espectros del tejido a mils de una hora de 
isquiema empiezan a diijar una sigmoide. Al restaurar la 
presi6n arterial con la reinfusión, suponemos que se restaura 
pardmentelaperfusiónalamucosa,yvemoscomose 
recuperaunpocoelpHi. Delamismamaneralosespectros 
vuelvenatomarsuformacircularysereduceladiferencia 
con l o s  espectros de tejido normal. 

5. CONCLUSIONES 
La d i f i i  entre l o s  espectros de  tejido sano e 

iquémico no parecen  estar díreaawa relacionados ni al 
niveldeperfUsi6ntisularnialaisquemiatisular,másbien 
esta relacionada con el tiempo de iquemia o con el tiempo de 
mqmación, por lo que concluimos que el espectro de 
impedanw refleja daiio tisular. El pHi m u m  una mida 

que el tom5rne-m es un mejor indicador tempram, de 

monitoreo -do y cantinu0 de  pHi. Pero una vez que se 
tienen mediciones anormales de pHi, el  tonómetro ya no 
proporciona ninguna idormacih útil sobre los d i o s  
tisularesousadosporlaisquemiaolareperfusón,ysdola 

7Momaúón dei espectrirmetro de impedancia puede. ser irtil 

antesdequesedetecten~osespectrales,locualsugi~ 

plvblemas m e t a b ó l i ~ ,  siempre y cuando se realice un 

paraguiathterapia 
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