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ESTUDIO DE DANO 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 dafio causado
por la isquemia y la reperfusién en la mucosa intestinal, hemos evaluado la
prueba espectrofotométrica de reduccién 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 dafio isquémico
intestinal inducido. El INT es reducido como consecuencia indirecta de la accién
de la LDH hasta producir formazan, y este proceso puede ser medido con un
espectrofotdmetro. Usamos un modelo de isquemia intestinal por oclusién
arterial en la rata, para cbmparar la actividad LDH con una graduacion
histolégica estandar por microscopia de luz. Se usaron cinco grupos. En tres de
ellos se indujo isquemia en la pared del ileon por periodos de 1, 2 y 3 horas
seguidas de igual tiempo de reperfusion. Los otros dos grupos fu'eron, uno de 6
horas de sélo isquemia, y uno de 6 horas de control. Cada hora una biopsia de
ileon fue preparada para la medicién de la actividad de LDH, y otra para la
graduacién histologica a ciegas. Este estudio aplica la medicion de actividad de
LDH en tejidos completos, especificamente en la pared del ileon, agrega
reperfusién, e intenta caracterizar dafio isquémico intestinal llevando los
animales hasta seis horas de isquemia haciendo este tipo de medicién
bioquimica.

La actividad de la LDH se encontré significativamente valiosa para distinguir
biopsias con menor tiempo de isquemia de biopsias con mayor tiempo de
isquemia. No se logra demostrar asociacion entre los hallazgos histolégicos y los
hallazgos de actividad de la LDH. Se discute que ninguno de los dos métodos,

solos o combinados, es ideal para monitoreo de dario isquémico, ya que exige la



extraccion de tejido, y un procesamiento de varias horas para obtener resultados
altamente variables. Es necesario continuar en la busqueda de métodos no
invasivos para la deteccion temprana de la isquemia gastrointestinal, que
permitan ademas el monitoreo de su tratamiento.
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3. Introduccion

La falla multisistémica, también llamada falla organica muitiple, es la principal
causa de muerte en salas de cuidados intensivos. La mucosa intestinal viene
siendo cada vez mas reconocida como fundamental en el proceso de
descompensacion 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
vasoconstriccién secundaria a bajo flujo. Las tasas de mortalidad reportadas en
los Ultimos 15 afios permanecen tan altas como estaban hace mas de 70 afios, y
promedian 71%, con un rango de 59%-93%. El diagndstico antes del infarto
intestinal es el factor mas importante para mejorar tan pobres resultados™. Es
determinante para el diagnéstico, guia de terapia y prondstico, identificar no la
sola presencia de isquemia sino cuantificar el dafo ocasionado, y la
consecuente viabilidad del tejido afectgdo.

La mucosa acumula productos téxicos durante la isquemia, que luego son
activados y/o barridos hacia otros arganos cuando se reinfunde volumen al
tejido. Esto es lo que se llama daro por reperfusion. El dafio por reperfusion
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 Instrumentacidon Biomédica de la
UAM-I, bajo la direccion del doctor Emilio Sacristan Rock, inicié una linea de
investigacién en diagnéstico y monitoreo de dafio isquémico intestinal. El
proyecto central de esta linea aborda la utilidad de las mediciones complejas de
impedancia en la mucosa intestinal para dicho diagnéstico, y para guia de
terapia del choque. Para complementar la caracterizacién del dafio isquémico en
la pared del ileon, y con el objeto de contribuir a la calibracion del espectrometro
de impedancia intestinal, el presente estudio busca evaluar una técnica
bioquimica, comparada a una técnica histolégica, para diagndstico del dafo
isquémico. De manera colateral este estudio busca mejorar la caracterizacion
del modelo quirdrgico de oclusidén de la arteria mesentérica superior en el animal

de experimentacion.



La técnica bioquimica a que nos referimos es la cuantificacion de actividad de la
enzima LDH, medida por el cambio de absorbancia que presenta un
sobrenadante hasta ahora usado sélo en cultivos celulares. Este estudio ha
aplicado la medicién de actividad de LDH en tejidos completos, agrega
reperfusion, y busca caracterizar dafio isquémico intestinal llevando los animales
hasta seis horas de isquemia, haciendo este tipo de medicidn bioguimica.
Algunos autores® han usado ya este método pero con otras sales de tetrazolio,
sin causar reperfusion, y sélo llevando procedimientos hasta dos horas. Nuestro
interés en llevar hasta seis horas los experimentos se basa en otros estudios®,
en que se ha determinado progresién del dafio por tal tiempo, en el modelo de
isquemia oclusiva.

Otros proyectos del Laboratorio de Instrumentacion buscan complementar la
caracterizacién del dano isquémico intestinal involucrando la microscopia por
resonancia magnética. Por ese motivo hemos usado para este trabajo la
clasificacién patolégica propuesta por Chiu* en 1970, varias veces citada en

estudios que usan dicha técnica de imagenologia.



4. Antecedentes

Isquemia es suministro de oxigeno a los tejidos sostenidamente inferior a la
demanda energética de éstos, y puede desencadenar una reaccion sistemica
critica llamada estado de choque. La isquemia en la mucosa gastrointestinal
ocurre en mas de 56% de los pacientes en cuidados intensivos®, 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 diagndsticos hoy utilizados, y a la tardia
alerta que estos pueden dar®. Un estudio multicéntrico en Argentina, coordinado
por Gutiérrez’ demostrd reduccion significativa en 1a mortalidad de pacientes de
terapia intensiva al usar un protocolo agresivo de resucitacion guiado por el pHi
de la mucosa gastrica, 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 dafio no determinado en la
mucosa) el protocolo de resucitacion acelerd la muerte. Esto hace evidente que
para una terapia efectiva y bien coordinada en el tiempo, es de gran importancia
conocer el nivel de daio 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
nasogastrica da informacién critica continua en tiempo real sobre la integridad
funcional de la mucosa. Asi, nuestro grupo es el unico en el Mundo trabajando
en este problema con impedancia mucosa y enfocado en la cuantificacion del
dafio isquémico. En un trabajo previo®, con el modelo de choque hemorragico 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 mas profundos para
caracterizar el dafno isquémico en la mucosa.

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

cualquier tipo de estado de choque, digase hemorragico, séptico, cardiogénico,




neurogénico, etc., 3) embolia grasa debida a una fractura, gaseosa debida a
buceo o mal procedimiento quirdrgico, o sanguinea debida a trombos por
arritmia cardiaca o aterosclerosis, 4) sobredistension intestinal, u ocupacion con
una sustancia que supere la presion de perfusion de la pared, e incluso 5)
consumo de farmacos como vasopresores o anticonceptivos orales®, y posibilita
una reaccién sistémica critica llamada estado de choque, mediante un reflejo
simpatico vasoconstrictor que redistribuye el volumen hacia 6rganos vitales con
sacrificio de superficies extensas'®, de las cuales la primera es la mucosa
intestinal''. Durante su primera etapa el chogue se llama compensado, y puede
la reaccion vegetativa enmascararlo a variables hemodinamicas como pulso,
presion sanguinea, pH y gases arteriales. La grafica 1 muestra la evolucién del

dario isquémico por oclusién vascular respecto al tiempo.
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Graéfica 1. El grado de dafio isquémico a la pared intestinal graficado contra la
duracién de la isquemia. Adaptado de Ha\glund3 .

Nivel dafio isquémico

La gréfica 1 estd basada en el articulo de Haglund®, que revisa y compara varios
estudios previos en animales. En A de la grafica 1 no hay oclusién vascular. En
B hay una oclusién parcial de la arteria mesentérica superior, y el dafio
isquémico alcanza las puntas de las vellosidades. En C hay una oclusién total, y
el dafio isquémico a las tres horas alcanza las criptas (punto de produccion de
nuevas células para la vellosidad), y después a la capa muscular lisa intestinal.

En sepsis la isquemia se debe a que la demanda metabdlica de la mucosa




supera la oferta de oxigeno de la sangre, con resultado igual. Sea por restriccién
de flujo, por sangrado o por sepsis, €l tejido isquémico cae en metabolismo
anaerdbico, que lo lleva a acumulaciéon de CO; y acido lactico. Ademas, como el
aporte sanguineo al intestino viene desde su adventicia, la mucosa queda como
Ultima capa de la circulacion mesentérica, por lo que la isquemia en esta
mucosa puede ser detectada mucho antes de que se haga evidente el choque
con otra medicidon. En etapas avanzadas del choque, el cuerpo ya no puede
compensar las insuficiencias locales, terminando en falla multisistémica vy

muerte'? siendo la principal causa de deceso en salas de terapia intensiva'.

—— Falla cardiaca Hipovolemia
Sindrome de falla 4 A
respiratoria del | - / \
adulto (ARDS)
. i Vasoconstriccion
—————» Hipotensidn 7o|écnica selectiva

Falla renal «— Bajo flujo

Consumo de O,
dependiente del suministro

Fiebre ¢—— &
’ Hipoxia
Acidosis celular !
Coagutlacién

intravascular |

Contenido luminal
diseminada (CID) l

_____——» Hepatitis
Dafio por reperfusién Pancreatitis

’ ” l ﬂ” l H H “ ' Colecistitis
4 Gastritis
Disrupcién de la mucosa Enteritis

: ‘ RS \ Colitis
Edema <v———l \

~ depresién miocérdica

Translocacién
vasodilatacién / e \
trombosis intravascular,\ .
— Mediadores«—— Toxinas «— Bacteria ¢—
hipermetabolismo /

. disfuncid \ :
incremento en la sfuncién A___> Sepsis

permeabilidad vascular inmunoldgica

Grafica 2. Patogénesis de la falla multisistémica. Pape! fundamental de la mucosa intestinal durante la
isquemia. Adaptado de Marston, op cit'".




El dafo isquémico permite liberacién de sustancias tdxicas y se pierde la funcién
de barrera, con paso de bacterias o sus productos a la circulacion. La grafica 2
muestra la patogénesis de la falla multisistémica, y el papel iniciaimente
limitador, pero luego promotor, de tal proceso por parte de la mucosa.

La traslocacion a la circulacion linfatica y portal, y a la cavidad peritoneal, de
bacterias enteras o productos de ellas como lipopolisacaridos o peptidoglicanos
tiene enorme actividad proinflamatoria local y sistémica'*'®. La mucosa se
autodigiere y ulcera, alcanzando el dafio irreversible. La probabilidad de falla
muitisistémica esta directamente relacionada con este dafo isquémico.

4.1.1. Enfoques terapéuticos en isquemia intestinal y choque:

Parte del diagndstico y prondstico del paciente en peligro de choque se basa en
escalas, de las cuales la mas aplicada hoy en unidades de terapia intensiva del
Mundo es la Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) version
Il o versién ill, si bien dudosamente un solo sistema pueda ser validado en todos
los tipos de poblaciones debido a la gran variacion en caracteristicas clinicas y
de pacientes entre Unidades de Cuidado Intensivo'®.

El tratamiento de estos pacientes incluye una amplia gama de medidas
preventivas y correctivas enfocadas a limitar o revertir el dafio is’quémico de la
mucosa. Cuando este dafio es aun leve, es importante limitar la isquemia con
medidas de resucitacion hemodindmica agresiva’, vasodilatadores para
aumentar la perfusion local (por ejemplo promotores de NO), oxigenacion

intraluminal®’

., y/o reduccion de las necesidades de O eliminando focos de
infecciéon o enfriando el tejido. La auto-digestion de la pared intestinal puede ser
prevenida reduciendo el pH luminal y removiendo o inhibiendo proteasas. Si el
dafo isquémico ha llegado a cierto nivel es importante prevenir dafio adicional
con eliminadores farmacolégicos de radicales libres y/o limitando la reperfusion'’
por ejemplo con inhibidores de sintesis de NO. Reciente evidencia soporta que
la sobreproduccién de NO en el endotelio y musculo liso vascular es el
mecanismo clave por el que los productos bacterianos inducen el choque
séptico. A pesar de su valor para recuperar la presion arterial’®'® ain no es

fuerte la evidencia de que disminuyan fa mortalidad, también en los modelos




animales. Incluso un estudio de inhibicidn no selectiva de-la sintasa de NO en
pacientes con choque séptico fue recientemente terminado debido a excesiva
mortalidad en el grupo de tratamiento®. Asi los inhibidores de NO se han venido
usando entre las Ultimas 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 dafio de la mucosa, o porque este sea insuficiente.

4.2. Aspecto técnico:

Se han explorado muchos métodos para valorar directa o indirectamente la
isquemia intestinal, la mayoria con resultados de interés pero con pobre
viabilidad para usar como monitores clinicos. Se presenta una critica de los mas
difundidos.

4.2.1. Métodos de diagndstico directo:

4.2.1.1. Espectrometria de Impedancia Gastrointestinal:

La El ha sido usada ya por vérios investigadores para detectar isquemia de otros
tejidos?!, pero sélo nosotros la hemos usado en mucosa in situ. Algunos®? han
propuesto el uso de mediciones de impedancia para monitoreo de perfusion
tisular con un sistema a una sola frecuencia y en tejidos su;:;erﬁciales para
cirugia reconstructiva. Kun** estudié y modelé el comportamiento eléctrico de
tejidos en espectros de frecuencias y desarrollé un sistema sobre el que
basamos nuestro prototipo.

Sistema medidor de
voltaje complejo

Cuatro
electrodos ¥
de anillo

Fuente de
corriente
T de onda
senoidal

4

Distribucién de
corriente

Superficie

equipotencial Sistema de medicion de

impedancia

Gréfica 3. Sistema de cuatro electrodos para la medicion de la impedancia compleja del tejido. La fuente de
corriente produce una corriente de excitacion senoidal constante en el tejido a través 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 nasogastrica. 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 (gréafica 3). Las células
fungen como pequerios condensadores en serie donde las membranas actuan
como aislantes, y la impedancia es calculada como la proporcion entre el voltaje
medido y la corriente inyectada. No se trata de realizar una medicion absoluta de
impedancia sino mediciones relativas a diferentes frecuencias, pues la
impedancia puede variar con eventos como la posicion de la sonda, la
composicion del contenido gastrico, la orientacion de los vasos sanguineos al
proporcionar un conductor de baja resistencia para corriente eléctrica a lo largo
del vaso, las variaciones de volumenes sanguineo, extracelular e intracelular, la
permeabilidad i6nica de las membranas y la osmolaridad de los fluidos.
Othman?® disefid y construyd un espectrémetro de impedancia prototipo que
mide impedancia compleja tisular a frecuencias arbitrarias, compuesto de dos
partes principales, la de instrumentacion que mide la impedancia, y la de control,
basada en una computadoré que controla la operacion del instrumento, la
recoleccion de datos y el almacenamiento y analisis de éstos. Emplea una
corriente de excitacion 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 es',tudio piloto por
Othman, Gonzalez, Narvaez y Sacristan®, y funcioné de manera aceptable. Al
momento se esta buscando una nueva generacién del prototipo basada en una
PC portatil y con respuesta en frecuencia hasta 1 MHz.

La impedancia de entrada del sistema de medicién de voltaje es varios érdenes
de magnitud mayor que la impedancia tisular y que aquella de la interfase
electrodo ~ mucosa, y asi la corriente inyectada pasa a través del tejido y sélo
una proporcion despreciable pasa a través de los electrodos interiores sin
cambiar la distribucién 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 Gnicamente. |
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4.2.1.2. Imagenologia y Espectrometria por Resonancia Magnética en Isquemia
(IERM):

Como la isquemia esta relacionada con fendmenos bioquimicos basicos, la
IERM permite estudiarla al usar intensidades de campo superiores a 1.5 Tesla
para problemas como la isquemia cerebral®’, el cancer”® y una variedad de
desordenes metabdlicos®. Su inmenso defecto ha sido, es y seguira siendo por
mucho tiempo el elevadisimo costo de equipos, software y operacion en general,
ademas del tamario del equipo y la dificultad que supone desconectar a un
paciente critico para llevarlo a un estudio de resonancia. Dicho de otra manera,
la IERM actualmente no es viable para monitorear pacientes criticos, aunque
puede ser de gran utilidad para validar experimentalmente el funcionamiento de

otros métodos como la espectrometria de impedancia intestinal.
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Grafica 4: Una imagen y su espectro asociado, adquiridos usando IERM

El fésforo (*'P) es uno de los elementos que mas se ha trabajado ya que
virtualmente todas las células derivan su energia del adenosin trifosfato, y puede
verse en otros compuestos como la fosfocreatina y los fosfatos inorganicos®'.
Ademas la concentracion intracelular precisa de iones hidrégeno (pH) puede
medirse usando la frecuencia de la sefial de fosfato inorganico en el espectro del
p. Las imagenes contrastadas mejoran el cociente sefial — ruido, usando
técnicas sensibles a flujo. Otros elementos importantes son el °C para
metabolismo  intermediario®, posiblemente enriquecido con  sustratos

etiquetados como la glucosa para medir ciclo de Krebs® el '"H por su
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sensibilidad proténica absoluta, aunque sus sefiales provenientes de agua y
lipidos se enciman con las frecuencias de resonancia dificultando sacar
informacién, y el ®Na para mediciones de sodio intra y extracelular (con
disprosio para resaltar, aunque este agente es téxico y no se usa clinicamente).
Los campos de alta intensidad mejoran el cociente sefial a ruido y permiten ver
frecuencias que por su naturaleza tienen magnitudes pequenas, posibilitando
una evaluacion mas acertada de cambios entre eventos patolégicos vy
variaciones normales inter individuos, a la vez de generar imagenes
microscépicas para determinar progresién de dafio en la propia vellosidad
intestinal.
A continuacién se presenta una explicacibn somera de las técnicas mas
utilizadas para imagenologia RM como herramienta de estudio de la isquemia
intestinal.
4.2.1.2.1. Imagenologia por Difusion: Durante la isquemia, la reduccién de
oxigeno induce falla energética en la célula, blogueando los canales Na-K. Asi,
el incremento de sodio intracelular produce acumulacion de agua intracelular
movilizada desde el espacio extracelular. Este proceso es llamado edema
citotoxico. Es una posible explicaciéon a la reduccion en la movilidad del agua
vista como reduccion de la difusibilidad en imagenologia por’difusién en el
cerebro. Asi, incluso 30 minutos luego del inicio de los sintomas neuroldgicos,
imagenologia por difusién puede revelar el area lesionada®.
Para cuantificar, es necesario determinar el grado de ponderaciéon en difusion de
la secuencia. Este grado de ponderacion es conocido como el ‘factor b’, que
caracteriza la sensibilidad de la secuencia, como el TE caracteriza el grado de
ponderacién en T2 de una secuencia espin eco. b es dado por

b=y*G%59A-(8/3)]
donde y es la constante giromagnética; G y § son la amplitud y duracién del
pulso del gradiente, respectivamente; y A es la separacion entre los pulsos del
gradiente. Se toman por lo menos dos imagenes con diferente b para estimar un
coeficiente de difusion aparente (ADC). Se llama aparente porque es

informacion compleja, resultado de diversos movimientos moleculares. Casi
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cualquier secuencia MR puede ser disefiada para medir difusién, pero la mas
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 posicion
entre la aplicacién del primer y el segundo pulsos, ese espin recibira una
intensidad de campo diferente y, por ello, no alcanzara una fase exacta con los
otros. Mientras menos espines sean refasados, menor serd la amplitud de la
sefial espin eco. Dicha atenuacién permite medir el coeficiente aparente.
Hay dos maneras basicas de obtener y desplegar informacién de difusion®*.
Una es la ponderacion por difusion, DWI, en que una sola imagen es obtenida.
En esta no se tiene una curva de atenuacion de la sefal para cada voxel. La otra
forma es el mapa ADC, que se obtiene por series de imagenes, cada una a
diferente valor b. Se produce una curva de atenuacion de la sefal, 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. Imagenologia ponderada en T1 y T2: Los tiempos dé’ relajacién T1
(Iongitudinal, spin-lattice), y T2 (transversal, spin-spin) pueden afectar una
imagen®’. T2 es acortado cuando los protones se intercambian entre diferentes
ambientes quimicos o se difunden entre regiones de diferente susceptibilidad.
Grandes moléculas como proteinas y polisacaridos, acortan los tiempos de
relajacién a un mayor grado, de manera que variaciones en la concentraciones
de esas moléculas afectaran las tasas de relajaciéon. Teorizamos que la
disrupcion de macromoléculas durante la isquemia y la reperfusion afectarian
(posiblemente alargando) los tiempos de relajacion de la pared intestinal.

Estudios en isquemia cerebral han hallado cambios en T2 ocho horas luego de
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iniciada la injuria. Mas 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 mas
practicas y baratas que se podrian llegar a usar en clinica (como la espectrometria de impedancia). Algo de
ese trabajo se hizo en la Universidad de Freiburg, Alemania, con la tutoria del Profesor Jirgen Hennig,
entre encro y junio de 2001.

Ya en un primer intento por usar la imagenologia por RM para estudiar la isquemia intestinal, nuestro
grupo en México habia llevado un cerdo con la Arteria Mesentérica Superior (AMS) pinzada a un equipo
Siemens de 1.5 T. No se realiz6 ningin procesamiento posterior a las imagenes. No se observo diferencia
antes y después del pinzamiento, mds alla de dilatacién, por aire, de las asas intestinales. Se anexan un par
de estas imagenes.

Grafica 6: Una imagen ponderada en difusion, y su mapa ADC, en abdomen de rata.

ﬁn’Freiburg, con un equipo de 2 T y usando gradientes de 30 mT/m, se estudiaron cuatro ratas, obteniendo
imagenes ponderadas en T1, T2 y en difusién. Dicho estudio estd en evolucidn, por lo que no existen
resultados aun. La grifica 6 presenta un par de imagenes adquiridas durante dicho estudio.
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4.2.1.3. Tonometria Gastrica:

El Unico método que ha demostrado su valor diagnéstico y prondstico en
pacientes criticos y ha encontrado uso clinico regular es la medicion indirecta del
pH intramucoso (pHi), por tonometria géstrica o colénica>®'>® 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 estdbmago o
en el colon se liena con solucion salina o gas. La presion parcial de CO2 dentro
del tondmetro se equilibra por difusién con la de la mucosa. Luego la muestra de
solucién salina es analizada en un gasémetro junto con una muestra de sangre
arterial. El pHi se calcula usando la ecuacién de Henderson-Hasselbach, y si
esta abajo de 7.3 indica isquemia en la mucosa. Como todo método en via de
difusién mundial, la tonometria tiene oponentes, y aunque goza de importancia
clinica, es aun incompleta>*>°. ‘
4.2.1.3.1. Asaciacion de tonometria a determinaciones de lactato en sangre:
Friedman®’ observo que tanto las concentraciones de lactato como el pH
intramucoso (pHi) representén confiables indicadores prondsticos en la sepsis
severa, y que su combinacién mejora la aproximaciéon pronéstica en estos
pacientes. Determiné que ambas variables son mejores indicadores pronodsticos
que las derivadas del oxigeno y que el PCO; intramural parece s’er una variable
mas especifica que el pHi para parciaimente reflejar la acidosis metabdlica
sistémica. Concluye que las determinaciones combinadas de lactato sanguineo
y de pHi o PCO; intramural pueden ayudar en la determinacién del prondstico en
la sepsis severa, coincidiendo con Liao™ pero discrepando con Murray™.

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

4.22.1. Cateterizacion de la arteria pulmonar: aunque las variables
hemodinamicas no son siempre los mejores indices de perfusion tisular® este
método permite: medir frecuencia cardiaca, presiones sistdlica y diastélica
cardiacas y de arteria pulmonar, gasto cardiaco y el andlisis de ondas de
presion, de lo que se pueden derivar diversos calculos hemodinamicos, pero su

uso es especializado, y posibilita importantes complicaciones como infeccion,
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neumotérax, infartos pulmonares, arritmias, flebitis en la entrada, etc.%' debido a
que llega desde la periferia hasta la propia arteria puimonar, pasando por las

cavidades cardiacas.

4.2.2.2. Tomografia computarizada: Catalano® encuentra que la CT es mas
rapida y especifica que los otros medios radioldgicos. Balthazar®? 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 laparotomia exploratoria cuando diferia el hallazgo equivoco de la
CT y el estado de progresivo deterioro del paciente. Por su parte Bartnicke®
visualiza lesiones murales, serosas 0 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 especifico,

coincidiendo con otros autores®*%°.

4.2.2.3. Otras mediciones guimicas: Una de las mas sensibles es la medicion del
lactato sanguineo, de myor valor si se hace a un tiempo c,on tonometria.
Schlichting® midid la endotelina por radioinmunoensayo, observando un
significativo incremento de esta en plasma carotideo, linfa y fluido ascitico,
incluso dentro del grupo control, recién terminada la oclusién vascular
mesentérica. En el plasma portal se eleva en los grupos de prueba y no en el
control, pero es mas costoso determinar endotelina que lactato. El péptido
natriurético atrial y la vasopresina se han medido, pero su determinacién es
también costosa®’.

4.2.2.4. Miscelanea: Algunos medios se enfocan a la medicion de flujo arterial,
como la magnetometria intestinal®®’® que mide exclusivamente la disminucion
del flujo sanguineo intestinal. Sus autores aseguran que como no involucra

radiacion, la magnetometria puede ser usada en niflos y gestantes. La
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r''72 mide isquemia intestinal en adultos y neonatos

flujometria por Iaser-Dopple
humanos conscientes. Los autores concluyen que el laser Doppler es confiable
para medir areas de isquemia maxima, pero que se deben hacer esfuerzos por
disminuir artefactos como el movimiento. Quienes han intentado con sonografia
Doppler color’® encuentran que evidencia lesiones de pared compatibles con
isquemia, pero esto significa que la isquemia ya fue suficiente para erosionar el
tejido, ademas de que no toda erosion es debida a isquemia.

I"* con discretos

Se ha probado también la oximetria de pulso intestina
resultados. En cuanto a la laparoscopia diagndstica’ se observa como
complicacion relacionada al procedimiento bradicardia y presiones ventilatorias
elevadas en vias respiratorias. Otro grupo con este procedimiento encuentra que
aunque disminuye la estancia hospitalaria, la laparoscopia tiene que ser
acompariada de laparotomia en la mitad de los casos, usualmente debido a
multiples bandas postoperatorias causantes de la isquemia. Es ademas un
procedimiento dificil y altamente especializado de diagnéstico y tratamiento™.

Semmlow con electromiografia intestinal”’

dice que es mas confiable la EMG
que las medidas basadas en flujo sanguineo o evaluacidon visual, aunque
reconoce que debe mejorar muchos parametros de su aparato pa’ra darlo al uso
clinico. Vale anotar que mide la actividad eléctrica muscular, luegb no determina
diréctamente el estado de la mucosa, o debe esperar que el dafo sea lo
suficientemente severo como para alterar la bioquimica de las capas musculares
lisas.

Otros métodos mas son analisis de perfusion tisular con marcadores
radioactivos, mediciones de composicién gaseosa (electrodos de aguja de PO,
PCO,, y pH), imagenologia por angioscopia microvascular, y espectrofotometria
por laparoscopia’®, todos con resultados alentadores pero aun con muy pobre
difusién.

4.2.3. Determinacion de actividad de LDH™®:

En las mediciones de la bioquimica tisular, que interesan mas a este trabajo, la

muerte celular es clasicamente determinada por tres métodos. E! primero consta
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de medir algun producto celular que tenga capacidad de cambiar una tincion
como el trypan blue o la nigrosina. Luego las células muertas son discriminadas
de las viables por conteo diferencial con microscopia 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
subestimacion de la actividad litica.

Otro método se basa en liberacion de isétopos radiactivos como el °'Cr de
células previamente marcadas. La principal desventaja de este método es la alta
posibilidad de liberacion espontanea de marcadores aunque la célula esté sana.
Otras desventajas son el involucrar radiacién, con lo que ello implica de riesgo y
de papeleo acerca de disposicion de desechos al concluir las pruebas.

El tercer método se basa en medir la actividad enzimética citoplasmatica
liberada a un sobrenadante por células lesionadas. La actividad enzimatica en el

sobrenadante se correlaciona bien con la proporcién de células lisadas’®

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

INT, segun puede observarse en la grafica 7.

absorbancia

@ @ @ @ a0 @@ =
lorg.-deonda(rm)

Grafica 7: Espectro de absorbancia de la solucién usada para los experimentos. La linea continua
corresponde al formazan, y la punteada al tetrazolio —~INT- (grafica cortesia de Boehringer Mannheim)

Se han descrito pruebas enzimaticas para cuantificar dafo celular para

fosfatasas &cida y alcalina®, glutamato-oxalacetato transaminasa y otras®', pero
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su uso es limitado por la pequeria cantidad de esas enzimas en muchas células,
y por lo complicado de su determinacion. En contraste, la LDH es mas estable, y
estq presente en toda célula. La medicién de su actividad suele usarse en
cultivos celulares para cuantificacion de actividad citotoxica de células asesinas,
anticuerpos o compuestos medioambientales.

La funcién de la LDH es como sigue: Dentro del metabolismo intermediario de
los carbohidratos, la glucélisis es una de las vias fundamentales. En un tejido
metabdlicamente activo que se encuentre en anaerobiosis, el glucégeno es
consumido y en su lugar aparecen el lactato y el piruvato como productos
principales. En condiciones aerdbicas, el lactato no se acumula y el piruvato es
oxidado ulteriormente hasta CO; y agua. En condiciones anaerobias, la LDH
cataliza la transformacién de piruvato en lactato, como parte de la via glucolitica
de Embden-Meyerhof.

La medicién de actividad de la LDH liberada desde el citosol de las células
dafadas a un sobrenadante, se basa én una prueba enzimatica (grafica 8). En el
primer paso un NAD" es reducido a un NADH + H por la conversion, catalizada
por la LDH, de lactato a piruvato. Esta ultima conversion activa un catalizador, la
diaforasa, que transfiere H' del NADH + H al INT (de color amarillo),
transformandolo en sal de formazan (rojo).

LDH
Lactato # | Piruvato
; Tetrazolio
Diaforasa

Grafica 8: En el primer paso, la LDH liberada reduce el NAD" a NADH+H" por oxidacién del lactato a
piruvato. En la segunda reaccion, 2 H son transferidos del NADH+H" a la sat de tetrazolio por el catalizador

diaforasa, produciendo formazan.

E! incremento de células muertas o con su membrana dafiada trae un aumento
de la actividad de la LDH en el sobrenadante. Este incremento en la actividad

enzimatica se correlaciona directamente con la cantidad de formazan producido
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durante un determinado periodo de tiempo. Por- tanto, el cambio
espectrofotométrico es proporcional al numero de células lisadas’™%.
Comparada con la medicion de citotoxicidad por liberacion de *'Cr, la reduccion

de INT ha mostrado una confiabilidad similar’®.

4.2.4. Histopatologia y escalas usadas para medir dafio isquémico:

La histopatologia es un conjunto de técnicas que mide con coloraciones o con
reacciones el estado de un tejido extraido del cuerpo. Los colorantes mas
usados son {a hematoxilina y 1a eosina, de los cuales las diversas células toman
diferentes proporciones. A partir de ello a esas células se les llama eosindfilas si
toman especialmente la eosina, 6 neutrdfilas é basdfilas si toman la parte neutra
o basica del colorante, respectivamente. Existen muchos otros colorantes que
complementan, sin reemplazar, la informacidén que da la HyE. De estos, los mas
usados son azul de toluidina o de metileno, Giemsa, tetréxido de osmio, PAS,
carmin de Best, lipofucsina, aceto-orceina, plata, floxina-safranina, azan, y otros
algo mas especializados como el tricromico de Mallory y el de Masson, y
mezclas de Verhoeff, Weigert, Wright, Van Gieson, etc.

Para microscopia optica 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 um) con el micrétomo. Luego los cortes se colocan en laminillas
con un adhesivo como la albumina, y se colorean luego de disolver la parafina y
rehidratar el tejido.

La clasificacién de Chiu* , que se presenta en la seccidén de métodos de esta
tesis, unificd en 1970 varias propuestas de graduaciéon de lesidn isquémica.
Posteriormente, autores que han estudiado el dafio isquémico usahdo
resonancia magnética contindan citando esta clasificacion®.

4.3. Hipotesis
Con base en los antecedentes presentados, partimos de las hipétesis de que la

actividad de la LDH, reflejada en la reduccion de INT, aumentara a medida que
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aumente el dafo tisular por la isquemia. Asimismo, que dichos cambios se haran
mas evidentes con la reperfusion.

Segun estas hipdtesis, en un grupo control no deberia haber cambios de la
actividad LDH, o deben ser minimos comparados con los de unos grupos
experimentales. El estudio paralelo de muestras histoldgicas permitira una
comparacion del nivel de dafio estructural con el bioquimico, y ambas pruebas
permitiran contribuir a la caracterizacion del dafo isquémico en la mucosa

intestinal.
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5. Métodos

5.1. Animales: Buscando comprobar experimentalmente las hipétesis sefialadas,
se tomaron 20 ratas Wistar machos sanos, pesando entre 270 y 390 g cada uno,
y se dividieron en cinco grupos, a saber:

Grupo 0: Control, n=5.

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

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

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

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

Se tomaron mas individuos para los tiempos mas largos buscando obtener un
mayor numero de datos en niveles de dafio mayores. Esto porque [os niveles de
dafio menores habrian de ser registrados en todos Ios grupos, ya que todos los
animales pasarian por un tiempo cero, y asi sucesivamente.

Los animales fueron tratados en todo momento segln practicas estandar de
ética.

5.2. Procedimiento: 12 horas antes del procedimiento se retird la comida sdlida a
los - animales, pero se les permitid continuar bebiendo agua. Fueron
anestesiados con pentobarbital sddico 40 ug/Kg intraperitoneal, y mantenimiento
a necesidad por la mism& via. Por incision abdominal mediana se expuso la
arteria mesentérica superior (AMS) en todos los grupos. En el grupo control se
hizo la cirugia completa hasta la exposicion de la AMS, que se dejé 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 v 4 se indujo la
reperfusion luego de la isquemia, retirando la pinza de la arteria. Al final del
procedimiento los animales fueron sacrificados.

La toma de muestras consistié en extraer dos biopsias de la pared del ileon
distal con una tijera fina y pinzas atraumaticas. Fue realizada siempre por el
mismo investigador, y se inicié tan pronto el animal entraba en plano anestésico,
sin dejar tiempo de estabilizacidn. Los tiempos se distribuyeron asignando como
minuto cero al momento de extraccion del primer par de muestras. A partir del

minuto cero se continud 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 colocd, previo lavado con solucién salina normal, dentro de un tubo Falcon
que contenia 2 ml de liquido con INT (Citotoxicity Detection Kit. Boehringer
Manheim). Luego de una hora de tener la muestra suspendida en ese medio, se
realizd centrifugacion a 250 g para extraer las células, se agregdé acido
clorhidrico para detener la actividad enzimatica, y se tomoé el sobrenadante para
determinar en él la actividad de LDH midiendo la absorbancia a 490 nm con un
espectrofotdmetro convencional (Biotec Instruments, modelo EL311).

La otra biopsia se colocd directamente en formol al 10% para posterior fijacion,
coloracion con hematoxilina-eosina y estudio histoldégico. La histologia fue
revisada por un mismo patélogo que no estaba informado de la correspondencia
entre muestras con los grupos y tiampos. Dicho patologo emitié una calificaciéon
de la biopsia con base en los parametros de la referencia [4]. Dichos parametros
son;

Grado 0: mucosa normal.

Grado 1: desarrollo de espacios subepiteliales en las puntas de las vellosidades,
y congestion capilar.

Grado 2: aumento del espacio subepitelial y moderado despegamiento del
epitelio de la famina propia.

Grado 3. Despegamiento epitelial masivo que abarca los lados de las
vellosidades, y denudamiento de las puntas.

Grado 4: Puntas denudadas, vasodilatacion capilar, hipercelularidad de la famina
propia.

Grado 5: Digestion y desintegracién de la /amina propia, hemorragia y
ulceracion.

Los criterios para la graduacion histoldgica (espacios subepiteliales, congestion,
despegamiento epitelial, denudaciéon de las vellosidades, hipercelularidad,
hemorragia y ulceracion) fueron calificados de 0 a 3, para determinar el peso
que cada uno de ellos tiene en la clasificacién. Luego, se emitié 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 numero 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 presenté el
sobrenadante en tres mediciones, promedioc de estas tres mediciones,
multiplicaciéon por cuatro de este promedio (debido a que se diluyd cuatro veces),
absorbancia promedio del medio sin tejido, diferencia entre la absorbancia antes
y después de la adiciéon del tejido, y tasa de actividad de la LDH por gramo de
tejido. En cuanto a la parte histologica del estudio, la principal columna de Excel
fue para grado, y luego otras para los criterios de dicha graduacién, a saber,
hipercelularidad, congestién, espacios subepiteliales, despegamiento de la
lamina propia, denudamiento de las vellosidades, despegamiento del epitelio, y
una ultima columna para hemorragia, ulceracién u otras observaciones.

5.3. Estadistica: Con el apoyo del pfbgrama Systat, se realizd una estadistica
inicial descriptiva, y luego estudio de ANOVA de una via con el tiempo como
variable independiente, y al cambio de absorbancia (actividad LDH) como
variable dependiente, para cada grupo. Luego se hizo una normalizacion 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 gréficas de las nombradas estadisticas, y del grado histologico
encontrado con respecto al tiempo.

Luego se hizo un agrupamiento de datos bajo dos nuevas variables. Una de
estas se llamd “Perfusion”’, y se le asignd un valor de 0 cuando la perfusion en el
intestino estaba ausente, y de 1 cuando la perfusion estaba presente. La otra
variable de agrupamiento se llamé “Tiempo de isquemia”, y se le asigné un valor
de O cuando la biopsia fue extraida de un intestino cuya AMS estaba pinzada por
menos de 60 minutos; un 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
superd los 120 minutos.
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Se hizo una regresion lineal entre el tiempo de isquemia y fa actividad de la LDH,
y luego una correlacion de Pearson entre la actividad de la LDH y cada
pardmetro histolégico, para determinar el “peso” de dichos criterios en la
calificacion de grado histolégico.

Al final se hace un estudio de ANOVA de una via entre el grado histolégico vy el
“Tiempo de isquemia”, y entre el grado histoldgico 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 histologia. Se presenta una estadistica descriptiva, numérica,

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

Tabla 1: Actividad LDH por grupo y por tiempo. (Nimero de casos)Mediaterror

estandar de la media (=SD/sqrt n)

Tiempo Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
0 (5)299.886£216.9 [(7)197.323:2731 ((2)269.311+254.4 [(2)74.3744252  ((4)117.021£59.4
60  [(5)241.327+70  [(7)304.865£107.2 |(2)424.99+3756 |(2)240.059+162.1 |(4)456.746£156.2
120 (4)81.285£219.1  ((7)810.141£350.2 |(2)194.244+148  [(2)201.49+£133.3 [(4)1317.51£873.9

180 |(4)123.004£97  |(5)693.233t132.4 (2)109.422741  |(4)347.802£152.2
240 [(3)275.335£180.6 |(4)558.297+277.8 (2)268.462£180.1 |(4)361.797+122.8
300 [(2)-198.95£246.7 |(3)94.337+699.3 (3)271172£131.7
360 (2)-25.166:54.6  [(2)2996.94:2169.7 (3)226 576+85.9

Tabla 2: Grado histolégico por grupo y por tiempo. (Nimero de casos)Media+

error estandar de la media (¥SD/sqn n)

Tiempo Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 - Grupo 4

0 (5)2.840.6 (5)1.8:0.6 (2)25+1.5 M (2)1.5£0.5

60 [(4)1.75£1 1 (4)2.7510.5 M4 (2)15:0.5 (23511

120 |(4)1.25:06 (4)410 a2 (21515 (2)310

180 |(4)140.4 (3)3t1.15 (2)2+0.99 (2)25+1.5

240 |(3)1.33320.33 (2)3.5£0.5 (2)2.5+1.5 (2)520

300 [(2)20.99 (235415 (2)25+2.5

360 |(2)20.99 (1)2 (2)3.5:0.5

En las tablas 1y 2 se observan mas datos de los grupos 0, 1y 4, y de los
tiempos iniciales de lesién isquémica. Los errores estandar mas grandes se
encuentran en el grupo 1
observadas son altas. Estos valores son graficados en las figuras 9 a 13, que se

incluyen luego de presentar los cortes histolégicos obtenidos del ileon de rata,

representativos de cada grado histoldgico.
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Grado 0: Mucosa normal. Coloracion hematoxilina
eosina, 10X,

5 o o i SR
Micrografia 1: Corte de ileon de rata.
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Micrografia 2, ileon de rata: Grado 1: Desarrollo de espacios subepiteliales en las puntas
de las vellosidades y congestion capilar. Coloracion hematoxilina eosina. 10X.
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Micrografia 3, ileon de rata. Grado 2: Aumento del espacio subepitelial y
moderado despegamiento del epitelio de la lamina propia. Coloracion
hematoxilina eosina. 10X.
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Micrografia 4, ileon de rata. Grado 3: Despegamiento epitelial masivo que abarca los
lados de las vellosidades, y denudamiento de las puntas. Coloracion hematoxilina eosina.

10X.
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Micrografia 5, ileon de rata. Grado 4. Puntas denudadas, vasodilatacion capilar,
hipercelularidad de la lamina propia. Coloracién hematoxilina eosina. 10X
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Micrografia 6, ileon de rata. Grado 5: Digestion y desintegraciéon de la lamina
propia. Hemorragia y uiceracion. Coloracion hematoxilina eosina. 10X.
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En las graficas 9 a 13 se presenta el valor medio de absorbancia (consecuencia
de la actividad LDH) con sus desviaciones estandar, para cada grupo. Se
observa variacion de los valores iniciales alrededor de 200 en todos los grupos
con excepcion del grupo 3. Se observa que los valores de absorbancia no
presentan muy grandes variaciones entre grupos, con la sola excepcion de los
grupos 1 y 4. Se observa también tendencia a la disminucién de la actividad de

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

Grupo 0

3500 -
2500 -
1500 -
o M
S0+

0 60 120 180 240 300 360

Grafica 9: Cambio en absorbancia (actividad LDH) contra Tiempo en Grupo 0.
Se adiciona el error estandar de la media.

34




3500 -
2500 A

1500 -

500

-500

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

Grupo 2

ﬂ

i

1 T T T T T 1

0 60 120 180 240 300 360

Grafica 11. Cambio en absorbancia (actividad LDH) contra Tiempo en Grupo 2.

Se adiciona el error estandar de la media.
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Grupo 3
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Grafica 12: Cambio en absorbancia (actividad LDH) contra Tiempo en Grupo 3.
Se adiciona el error estandar de la media.

Grupo 4
3500 -
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1500 -
500 A
-500 - T x T T . l
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Grafica 13: Cambio en absorbancia (actividad LDH) contra Tiempo en Grupo 4.
Se adiciona el error estandar de la media.
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Grupo 0
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Grafica 14: Actividad LDH por gramo de tejido, normalizada, con respecto al
tiempo, para el grupo O.

En la gréfica 14 puede observarse una gran variacién 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 0 de mantener valores normalizados de absorbancia
menores a 5, con excepcion de la rata 13.
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Grupo 1
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0 sNzo/‘so——'zao 300 360 A Rata20

Tiempo
Grafica 15: Actividad LDH por gramo de tejido, normalizada, con respecto al
tiempo, para el grupo 1.

En la grafica 15 obsérvese la tendencia a aumentar la actividad de la LDH en
todas las ratas excepto la nimero 14, y la nimero 15 a partir del minuto 180.

%
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Grupo 2
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Grafica 16: Actividad LDH por gramo de tejido, normalizada, con respecto al
tiempo, para el grupo 2.

En la grafica 16 se observa que el grupo 2 es el gue mejor se ajusta a nuestra
hipttesis. Esto se evidencia también en las graficas 11 y 21.

En la grafica 17 se puede observar la tasa normalizada de actividad LDH para el
grupo 3. Este grupo muestra progresion de actividad LDH entre el minuto O y el
60, seguida por una meseta, y descenso de dicha actividad coincidente con la
reperfusidn. Luego, a partir del minuto 180, se observa un nuevo aumento de
actividad con igual pendiente que entre el minuto 0 y el 60. Ambos grupos
mantienen valores normalizados menores a cinco.

39




401
30 A
20

10 4

Grupo 3

—3¥—Rata7
—¥—Ratal2

Tasa Normalizada

Tiempo

360

Gréfica 17: Actividad LDH por gramo de tejido, normalizada, con respecto al

tiempo, para el grupo 3.
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Grupo 4

Tiempo
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—O—Rata18 i
—B—Ratal9 .

Grafica 18; Actividad LDH por gramo de tejido, normalizada, con respecto al

tiempo, para el grupo 4.

Observe en la grafica 18 como los valores exhibidos se mantienen por debajc de

5 con excepcion de la rata 19 al minuto 120, y de la rata 18 en todo momento.
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Las graficas 19 a 23 muestran el grado histolégico encontrado en cada tiempo,
para cada grupo. En la grafica 19 las ratas 3 y 9 presentan valores compatibles
con dafo isquémico leve. Observe que la rata 13 muestra un comportamiento
erratico. En esta grafica se observa que también la rata 3 presenta cambios

bruscos de valor histolégico.

Grupo 0

4
S —¥~— Rata3
:g’ 3 A —&— Rata5
.3 —X— Rata9
= —¥—Rata13
=] 2 4
B ———Ratat6
Sy
0] ~—==— Rata17

0 60 120 180 240 300 360
Tiempo

Grafica 19: Grado histolégico con respecto al tiempo, para el grupo O.
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Grafica 20: Grado histolégico con respecto al tiempo, para el grupo 1.

En la grafica 20 se puede observar que los valores de la rata 4 se apegan a la
teoria. Existen muy pocos valores de grado para aproximar una tendencia en los
demas animales de este grupo.

En la grafica 21 se despliega el grado histoldgico encontrado en el grupo 2. Se
observa progresién de lesiones durante la isquemia, y mejoria con la
reperfusion, contrario a lo que sucede con los grupos 3 (gréfica 22) y 4 (grafica
23), en los cuales el dafio parece aumentar con la reperfusion.
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Grafica 21: Grado histologico con respecto al tiempo, para el grupo 2.

Grupo 3

°]

4 - ®
o
0
g 3+
.f”.! —=—Rata7
2 —¥—Ratal12
9 5 |
©
ol
(O]

1 4

0+ , — ‘ . . -

0 60 120 180 240 300 360
Tiempo

Crafica 22: Grado histoldgico con respecto al tiempo, para el grupo 3.
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Grupo 4
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Grafica 23: Grado histol6gico con respecto al tiempo, para el grupo 4.
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Actividad LDH/Perfusion
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Grafica 24: Actividad LDH por gramo de tejido, no normalizada, en biopsias con
perfusion ausente y tiempo de isquemia >120 minutos, a la izquierda, y en
biopsias con perfusién presente y tiempo de isquemia <60 minutos. (ANOVA
~ p<0.05). Observese que el promedio de absorbancia en las muestras extraidas
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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Actividad LDH/Perfusién
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Absorbancia

p—t—y
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Gréfica 25: Actividad LDH por gramo de tejido, no normalizada, en biopsias con
perfusién ausente y tiempo de isquemia entre 60 y 120 minutos, a la izquierda, y
en biopsias con perfusion presente y tiempo de isquemia <60 minutos. (ANOVA
p<0.05). Obsérvese que el promedio de absorbancia en las muestras extraidas
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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Actividad LDH/Tiempo de isquemia
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Grafica 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 progresion lineal del valor de actividad LDH en la medida que el posible
dafo isquémico crece, y que no hay traslape entre las desviaciones estandar. En
las graficas 24 a 26 se evidencia que el promedio de absorbancia en las
muestras extraidas de animales con mayor tiempo de isquemia triplica los
valores de las muestras con menor tiempo de isquemia. Se puede observar
progresion lineal del valor de actividad LDH en la medida que el posible dario

isquémico crece.
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Correlacion Tiempo de isquemia / LDH
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Grafica 27: Correlacion entre el cambio de absorbancia y el tiempo del
experimento, para todos los grupos. r=0.337; p=0.008

La gréafica 27 exhibe una regresién lineal entre el tiempo como variable
independiente, y el cambio de absorbancia, consecuencia de la actividad de la
LDH, como variable dependiente. Note la correlacién y los valores de
probabilidad <0.05.
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Grafica 28: Correlacién entre actividad LDH con cada parametro histolégico, para determinar el
peso que cada parametro de estos tiene en la determinacion del dafio isquémico. Coeficiente de
Pearson para denudacién contra grado =0.75. Para denudacién contra congestién =0.53. Para
actividad LDH cohtra congestion =-0.3. TASALDHPOR: Tasa de actividad LDH por gramo de
tejido. HIPERCEL: Hipercelularidad. CONGEST: Congestion. ESPACIOS: Formacion de
espacios subepiteliales. LAMPROLIFT: Despegamiento de la famina propia. DENUDAC:
Denudacion de las vellosidades. GRADO: Grado histoldgico observado.

Aunque la grafica 28 presenta los coeficientes de Pearson mas altos para
denudacion contra grado y denudacién contra congestién, y que el parametro
mas correlacionado con actividad LDH es congestién, para el patologo usando el
microscopio de luz los criterios de dicha graduacion con mayor peso fueron en

su orden la hipercelularidad (muy en particular linfocitosis), la vasodilatacion-
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congestion, y la aparicion de espacios subepiteliales. EI denudamiento de las
vellosidades tuvo un peso intermedio en la graduacion, y finalmente el
despegamiento de la ldmina propia y el despegamiento del epitelio casi no
tuvieron valor diagndstico, para el patdlogo. En la columna de observaciones, la
observacion mas veces encontrada es hiperplasia folicular linfoide (11 casos).
Hallazgos de hemorragia y ulceracion se dieron apenas 1 y 2 veces
respectivamente.
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Grafica 29: Grado histolégico con respecto del posible dafio isquémico, para todos los grupos.
Observe la proporcién directa que hay entre las variables Grado Histolgico y “Tiempo de
isquemia”.

En la gréfica 29 puede observarse que no hay traslape entre las desviaciones
estandar de los tiempas 0 (<60 min) y 2 (>120 minutos de pinzamiento de la
AMS), pero también que cuando el posible dafio es apenas 0, ya el Grado tiene
una media de 2. La grafica 29 muestra la proporcion directa que hay entre el
Grado Histoldgico y el posible dario isquémico dado por un progresivo tiempo de
isquemia. Es significativa la diferencia que hay entre los posibles dafios 0 y 2,
pero obviamente las muestras estaban lesionadas desde el tiempo 0. De hecho
en el tiempo O de todos los grupos la media del grado histolégico fue 2.1

(graficas 29 y 30) y se mantienen valores altos de graduacidén en todos los
tiempos.
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Grafica 30: Grado histoldgico a medida que transcurre el tiempo, para todos los grupos.

Observe en la grafica 30 que en el tiempb experimental O de todos los grupos la
media del grado histologico es de 2.1 (desviaciéon estandar 1.3; probabilidad
para medir dafio con base en el grado histolégico =0.04). Resalta el descenso
del grado para el tiempo 180. Los valores de los demas tiempos se comportan
segun lo esperado con valores altos de graduacién y una discreta tendencia a
recuperarse por la reperfusion, con aumento de la desviacion estandar.
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7. Discusion

El presente estudio aplicé la medicion de actividad de LDH en tejidos completos,
especificamente en la pared del ileon; agregé mediciones durante la reperfusion,
"y traté de aportar a la caracterizacién del dafio isquémico intestinal llevando ios
animales hasta seis horas de isquemia.

Lo que mas resalta en las tablas 1 y 2 son los altos errores estandar 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
excepcion de los grupos 1 y 4. Dicho de otra manera, que la medicion hecha en
un individuo no permite la automatica determinacion de su estado. Por su parte,
las micrografias presentan con claridad la progresién del dafo isquémico. Esto
es consecuente con los hallazgos de Thompson®, Decker y Chiu*,
respectivamente. ‘

En algunas ratas como la 13 (grupo 0), la 14 y la 15 (grupo 1), el
comportamiento de los valores es impredecible tanto en actividad LDH como en
grado histologico. Las citadas ratas son las unicas que muestran absorbancias
negativas, si bien la Ultima apenas toca dichos valores. Estos tres animales
fueron operados el mismo dia, junto con la rata ndmero 16, que murid
espontaneamente a las™® horas de procedimiento. No hay registrado en bitacora ~
ningun otro evento especial que explique lo erratico de sus valores. En
publicaciones de graduaciones histolégicas no se encuentran comentarios de
variabilidad en los resultados®.

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 interaccién..

El grupo 2 es el que mejor se ajusta a nuestra hipétesis, segun se evidencia
también en las graficas 11, 16 y 21. Esto es compatible con los hallazgos de
Powell®.
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En la graduacién histolégica, las ratas cuyo comportamiento se apega mejor a la
teoria son la 4, 1a 6, la 7, y la 8, cada una perteneciente a un grupo diferente. En
algunos otros casos no hay una tendencia definida hacia la progresion del dario
isquémico, y en otros mas existen muy pocos valores de grado para aproximar
una tendencia. Observando las gréaficas 21, 22 y 23, es muy interesante que en
el grupo 2 (una hora de isquemia seguida por una hora de reperfusién) se vea
progresion de lesiones durante la isquemia, y mejoria con la reperfusién,
contrario a lo que sucede con los grupos 3 (dos horas de isquemia seguidas por
dos horas de reperfusion) y 4 (tres horas de isquemia seguidas por tres horas de
reperfusion), en los cuales el dafio aumenta con la reperfusién en la escala
histologica y en la prueba bioquimica. Esto nos permite postular que la ventana
terapéutica para que la reperfuéic’m sea util y no perjudicial puede estar antes de
la segunda hora de isquemia.

Las curvas presentadas en las graficas 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 asociacion entre los hallazgos histolégicos y los
hallazgos de actividad de la LDH (grafica 28), y que ninguno de los dos métodos,
solos o combinados, es ideal para monitorear el dafio isquémico, ya que exige la
extraccion 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 constituiria el sobrenadante, o a que la actividad LDH
de los eritrocitos, leucocitos, otras células constitutivas de la pared ileal, y

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

informacion.
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Otras limitaciones fueron:

- Este trabajo incluy6 toda la pared del ileon en las medidas. Trabajos mas
detallados deben hacerse para caracterizar el dafo isquémico 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 podria cambiar
radicalmente las abrumadoras cifras presentadas en la referencia [1], sin esperar
a que las lesiones abarquen todas las lineas celulares de la pared ileal, es decir,
sin esperar al infarto transmural.

- Existe actividad de la LDH en el suero, en todas las lineas 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 dafio isquémico en general, y el intestinal en
particular, deben considerarse injurias mediadas por células de la defensa'®'>.
Estas celulas de la defensa tambien liberan LDH al sobrenadante, al punto que
podrian influir en los resultados. Ademas, 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 podria llegar a la conclusién de que en general
los valores de la actividad de la LDH en la pared completa del ileon, con todo lo
que esa pared conlleva, son similares para cada tiempo de isquemia.

- El grupo 0, de control, no estuvo sano todo el tiempo, ya que al no cerrar las
heridas causadas por la extraccidon de las biopsias, se estaba induciendo
peritonitis en todos los grupos a partir del inicio de la manipulacion.

- No figura en la bitacora la medicién precisa del tiempo transcurrido entre el
momento de adicion de la biopsia al medio de reaccién, y el momento de adicion
de HCI para detener la reaccion. Esto abre la posibilidad de que en algunas
muestras se haya dejado actuar méas tiempo a las enzimas LDH y diaforasa que
en otras, con lo cual se pudo acumular mas producto.

- Hubiera sido un complemento importante el usar otra prueba estandar, como
la tonometria intestinal, que midiera cuanta isquemia habia en el tejido en el
momento de la extraccion de biopsias.
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En la parte histolégica los hallazgos fueron similares a fos de la literatura. Una
buena organizacion del rotulado de las muestras disminuye el riesgo de que
algunas se pierdan, y limita desde un principio la posibilidad de que el patdlogo
infiera la pertenencia de las biopsias a determinado tiempo o grupo. Son obvias
las limitaciones de la histopatologia para la caracterizacion del dafio isquémico
debido a su informacién no dinamica, y a que la extraccién de muestras puede
introducir ruido al experimento.
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8. Conclusiones

Se acepta la hipdtesis de que la actividad de la LDH, reflejada en la reduccidn de
INT, aumenta a medida que aumenta el dafio tisular por la isquemia. Por elio, la
medicion de actividad de LDH permite medir el dafio isquémico. No se logra
sostener la hipotesis de que dichos cambios se hacen mas evidentes con la
reperfusion.

Este trabajo encuentra su principal utilidad en hacer un aporte sencillo a la
caracterizacion del dafio isquémico de la mucosa intestinal con respecto al
tiempo, de manera que complementa la validacion del espectrometro de
impedancia construido por nuestro Laboratorio.

Es necesario continuar en la busqueda de métodos no invasivos para la
deteccion temprana de la isquemia gastrointestinal, que permitan ademas el

monitoreo de su tratamiento.

8.1. Recomendaciones para trabajos futuros

Con la experiencia de habér realizado estas mediciones y haber escrito esta
tesis, nos permitimos sefialar los puntas 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 ahi de los
valores obtenidos posteriormente. Debe también incluir un control de liberacion
espontanea de actividad LDH, y un estudio de la cantidad maxima de LDH que
puede ser liberada por las lineas celulares involucradas. Haber usado un grupo
de animales control puede haber disminuido este tipo de problemas en este
trabajo, pero quizas 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 afiadir el acido clorhidrico. |

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

que no agregue mas lesion al tejido.
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Si se quiere repetir este estudio, conociendo la varianza obtenida, se puede
calcular el tamario de la muestra recurriendo a la ecuacion
St +S8:2

n

d=1t_,,

en donde d es la cantidad de unidades que el intervalo se extiende hacia uno y
otro lado del estimador, t..2 es el coeficiente de confiabilidad (que para la
varianza de nuestros datos tendria que ser de maximo 0.90Q), S% es la
estimacion de la varianza de la poblacibn para un grupo x a un tiempo
determinado, y n es el tamario de la muestra para dos poblaciones®.
Esta ecuacién resuelta para n es

e S +S;

@/t o)

Visto lo anterior y haciendo los reemplazos correspondientes, se encuentra que
para un intervalo d de 10 unidades de absorbancia y un t;.,» de 1.44, la cantidad
de animales a usar en cada grupo estaria alrededor de 3850. Como esto no es
factible, se puede continuar ampliando el intervalo a uno y otro lado del
estimador, 6 bien disminuir el grado de confianza hasta alcanzar un numero
factible de animales por cada grupo.
Por ultimo insistimos eanUe lo principal es buscar nuevas formas de diagnédstico
y monitoreo del estado de la mucosa. Estos nuevos métodos deben validarse no
solo en su valor diagndstico sino también prondstico, y en su utilidad para guiar
al médico en la terapia del paciente critico.
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9. Apéndice: Publicaciones previas

Se anexa copia del articulo escrito por Gonzalez, Sacristan, Villanueva, Othman,
Narvaez y'AIjama, “‘Espectroscopia de Impedancia para Monitoreo de Dafio
Isquémico en la Mucosa Intestinal”, presentado en el Congreso Latinoamericano
de Ingenieria Biomédica en La Habana, Cuba, en Abrii de 2001.
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ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA PARA MONITOREQ DE
DANO ISQUEMICO EN LA MUCOSA INTESTINAL

César A. Gonzalez"*’, Emilio Sacristan’, Cleva Villanueva', Salah Othman®, Raul Narvaez’, Tomas Aljama’
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2 Laboratorio de Instrumentacién Biomédica, Universidad Auténoma Metropolitana — Iztapalapa,
Ave. Michoacan y Purisima, México DF 09340 México, gonzalezantoni@hotmail.com

RESUMEN
El objetivo de este estudio fue evaluar la posibilidad de
utilizar la espectroscopia de impedancia para monitoreo de
dafio isquémico en la mucosa intestinal, utilizando una sonda
intraluminal minimamente invasiva. En la dltima década sc ha
demostrado la importancia de la mucosa intestinal en casos de
choque y sc han desarrollado varias tecnologias para el
monitoreo de la perfusion, 1a oxigenacién, y/o el nivel de
isquemia en la mucosa gastrointestinal. M4s notablemente se
ha comenzado a usar clinicamente 1a tonometria para medir el
pH intramucoso (pHi) como indicador de isquemia tisular. Sin
embargo, ninguno de los métodos reportados nos permiten
identificar 1a severidad del dafic isquémico en la mucosa
intestinal, informacion crucial para entender el desarrollo del
choque y prevenir la Falla Orginica Miltiple. '
El protocolo experimental se desarrollé en un modelo de
hoque hipovolémico isobdrico en conejo anestesiado. Se
:gistraron espectros de impedancia compleja de 50Hz a
JOKHz y mediciones simultineas de pHi en la mucosa del
deon, a diferentes tiempos de isquemia e isquemia-
reperfusion. Los resultados muestran que los espectros de
impedancia de la mucosa intestinal son reproducibles, que los
espectros de tejido dafiado por un cierto periodo de isquemia
son claramente diferenciables de los espectros de tejido sano,
y que estos cambios espectrales dependen del tiempo de
“squemia y no del pHi o el nivel de perfusion tisular.

alabras clave: Tonometro, isquemia intestinal, Espectro

e impedancia, pHi.

1. INTRODUCCION

En los ultimos arios se ha reconocido 1a importancia de la
‘nucosa gastrointestinal en el proceso de descompensacion en
choque y el desarrollo de Falla Orginica Maltiple (FOM).
Cualquier insuficiencia sistémica en el suministro de oxigeno
afecta de forma muy temprana a la mucosa gastrointestinal
[1,2]. Isquemia en este tejido puede ser detectada con
frecuencia, antes que cualquier otra irregularidad a nivel
sistémico, y puede servir como un indicador muy temprano
el inicio de choque. Después de un cierto periodo isquémico,
;a mucosa intestinal se degrada, perdiendo su funcién de
varrera y permitiendo la traslocacion de endotoxinas y
bacterias que agudizan el choque [4,5]. La isquemia en la
mucosa gastrointestinal ocurre en mas del 56% de los
pacientes en cuidados intensivos, y ha sido relacionado con el
80 % de las muertes [6}.

En los iltimos afios se han desarrollado y evaluado varias

pias enfocadas a evitar o limitar los efectos negativos del

) isquémico en la mucosa [7.10]. La efectividad de estas

terapias depende de forma crucial del estado de la mucosa en
el momento de la intervencién. Es importante poder
determinar si el dafio a la mucosa es irreversible v si se ha
perdido su funcién de barrera. Cuando el tiempo de isquemia
es corto, se considera que se ha presentado un dafio isquémico
todavia reversible, por lo que es 6ptimo prevenir o limitar una
situacién de dafio isquémico en la mucosa mediante una
resucitacion hemodinamica agresiva, vasodilatadores para
aumentar la perfusién local, oxigenacién intraluminal y
reduccion de los requerimientos de oxigeno, eliminando focos
de infeccién, pus y enfriando el tejido, también se puede
prevenir ¢l peligro de bacterias en el lumen, mediante
antibiéticos y lavados gastricos. En contraste, si el tiempo de
isquemia es prolongado, s¢ puede llegar a un punto en el que
el darfio isquémico es suficientemente grave y es importante
prevenir dafio adicional por reperfusion mediante aislamiento
del tejido, confinando endotoxinas y bacterias, también se
debe pensar en eliminar radicales libres por medios
farmacolégicos y limitacién gradual de la perfusion [7]. Sin
embargo, para poder hacer mas efectivas estas posibles
terapias, hace falta un mecanismo capaz de medir el nivel de
dafio tisular en la mucosa gastrointestinal.

Algunos métodos de monitoreo se han desarrollado para
determinar las ocondiciones de flujo sanguineo [3] y
metabolismo en la mucosa, tales como el nivel de acidosis
(pH), presion parcial de oxigeno (PO, ) y presién parcial de
diéxido de carbono (PCO, ) con el objetivo de determinar
hipoperfusion, hipéxia y particularmente isquemia local en la
mucosa intestinal. Entre estos métodos, destaca la tonometria

~ gastrointestinal que permite calcular de forma indirecta el pH

intramucoso (pHi) para detectar isquemia en este tejido, y el
cual se ha vuelto una técnica de reconocido valor clinico [3].

Las medidas de espectroscopia de impedancia son mas
completas y utiles que solo medidas de impedancia, esto es
porque la impedancia esta medida en numerosas frecuencias y
los datos s¢ ajustan en ¢l modelo matematico del material
medido. Asi, los parametros del sistema extraidos tienen
mucho més informacién, hay también, un nimero grande de
parametros disponible para la caracterizacién de materiales.

Se ha propuesto utilizar un espectrémetro de impedancia
prototipo [17] para monitorear la permeabilidad i6nica e
integridad de las paredes celulares de la mucosa intestinal.

El propésito de esta investigacion es integrar el sistema de
andlisis de espectros de impedancia recogidos de un
espectrometro prototipo y determinar si existen diferencias en
los espectros registrados bajo diferentes tiempos de isquemia
¢ isquemia-reperfusion con respecto a espectros registrados en
tejido sano, el estudio se complementa con una identificacion



del nivel de isquemia intestinal mediante ¢l monitoreo de
pHi, finalmente determinar si es posible considerar la
espectroscopia de impedancia como una herramienta de
diagnéstico en la severidad de daflo isquémico.

2. METODOLOGIA

Espectrometro de impedancia

Se disefid y construy6 un instrumento prototipo, €l cual
puede medir la impedancia compleja del tejido a frecuencias
hasta de 300 KHz. Este instrumento se compone de tres partes
principales: La primera parte es la correspondiente al
instrumento por si mismo (espectrémetro), 1a segunda parte es
la que corresponde al control y se basa en una computadora
personal. La tercera y ultima parte corresponde al sensor
(sonda de cuatro electrodos). El espectrémetro genera una
cotriente constante al tejido y mide la impedancia compleja
que éste presenta sobre el rango de frecuencias especifico. La
computadora personal controla las operaciones del
instrumento tales como el rango de frecuencias de operacion,
la captura de datos y su almacenamiento asi como el
procesamiento de éstos. Por medio del sistema de cuatro
electrodos se inyecta una corriente de excitacion constante en
el tejido. La corriente a su vez genera un voltaje, éste es
medido por los electrodos interiores.

. Sistema de medicion
[ \ / de voltaje complejo
i Y
Cuatro % 1 Fuente de
electrodos 3 corriente
deanilo  —p | senoidal
Distribucion
de corriente
Superficie % ) istema dggnedicion
equipotencial | > infestinal de impedancia

Figura 1. Sistema de cuatro electrodos para medicién de impedancia
compleja del tejido. La fuente de corriente produce una excitacion
senoidal constante en el tefido a través de los dos electrodos
exteriores. Las mediciones complejas de voltaje se realizan mediante
los dos electrodos interiores.

La corriente de excitacién aplicada se distribuye en el
tejido siguiendo la ley de Ohm y forma superficies
>quipotenciales. Cada electrodo se encuentra a un potencial
dado y depende de la posicion de los clectrodos, la
distribucion de corriente en el tejido y las caracteristicas
2léctricas y geométricas de éste. La impedancia del tejido
lefinida de esta forma corresponde a un volumen de tejido
>on limites definidos por las superficies equipotenciales.

La parte instrumental del espectrometro realiza varias
unciones. Primero, genera la corriente de salida empleando el
nodulo de la fuente de corriente. La corriente tiene una forma
fe onda senoidal con minima distorsion arménica. Su
Tecuencia se controla por medio de la computadora personal.
.a corriente de salida generada se vuclve a medir como
eferencia por medio del médulo de medicién de corriente.
zste modulo cambia la corriente de salida a voltaje por medio
le una resistencia. El voltaje asi generado se amplifica
nediante un amplificador de instrumentacién (A,), se modula
n ¢l bloque de modulacién y se captura por medio del

médulo de adquisicion de datos. La corriente pasa por este
modulo sin modificacion alguna. Por ltimo la corriente de
salida pasa por medio del cable blindado al sistema de
electrodos y se inyecta en el tejido. El voltaje de entrada asf
generado (entre los electrodos) se amplifica mediante un
amplificador diferencial de instrumentacion (A.) ¥
posteriormente pasa al médulo de modulacion y al de
adquisicién de datos.

VO-
Sonda i
intestinal de 4 y
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- AD
T UL
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Figura 2 Diagrama a bloques detallado. El sistema de electrodos
hace la interfase con el tejido inyectando una corriente de excitacion
v midiendo el voltaje correspondiente del tejido. El amplificador Ac
procesa el voltaje medido se digitaliza y se envia a la PC.

El sistema utiliza para el calculo de amplitud y fase para
determinar 1a impedancia compleja se realiza fuera de linea
mediante algoritmos programados en MATLAB.

Protocolo experimental

La etapa experimental consistié en experimentos in vivo
en congjos blancos Nueva Zelanda de 2.5 a 4.2 Kg. Los,.
animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico a
50mg/Kg, manteniendo la anestesia segin necesidad por el
resto del experimento. En cada animal se realizd una
traqueotomia para asegurar una respiracion sin obstruccion.
Se colocaron lineas en Ia vena yugular derecha y en la
arteria carétida izquierda para el monitoreo continuo de
presion arterial y venosa. También se cateteriz6 la arteria
femoral derecha para muestras de sangre arterial y para
extraer volumen sanguineo como parte del modelo de
choque hemorragico. Se realiz0 un laparotomia para
introducir quinirgicamente la sonda experimental y el
tonometro en el ileon. Una vez concluida la imtervencién
quirurgica, se heparinizd al animal con una dosis de
200ULKg (IV) y se comenzo6 el experimento (t = 0). En
todos los experimentos se obtuvieron muestras arterial y
tonométrica, y se registrd un espectro de impedancia cada
30 minutos hasta t = 270 min. o hasta Ia muerte del conejo.
Las muestras de sangre arterial y del tondémetro fueron
analizadas por gasometria para calcular el pHi. Al concluir
el experimemto se aplicO cutanasia por inyeccién de
solucién de KC! endovenoso.

Se realizaron espectros de impedancia cada 30 minutos en
el transcurso de cada experimento, se aplico una corriente
alterna de 2 mA a 25 frecuencias diferentes en un ancho de
banda de S50Hz a 300kHz. Se calculo el valor de impedancia
en magnitud y su comrespondiente en fase para cada



frecuencia en intervalos de 30 min. Se determino ¢l diagrama
de Nyquist correspondiente.

Grupos experimentales

El disefio experimental consistié en la creacion de 3
grupos experimentales: Grupo Control (n=6). Grupo
Isquemia (n=5) y .Grupo Isquemia-Reperfusion (n=5). Enel
grupo control, se completo el experimento sin ninguna
manipulacion adicional, tomando las muestras cada 30 min.
hasta t= 240. En los otros dos grupos, después de una hora de
estabilizacién (=60), Los conejos fueron sometidos al modelo
de hipovolemia isobdrica de WIGGERS. En este modelo se
extrae sangre via la arteria femoral hasta alcanzar una PAM
de 40 mmHg (“presion de choque™) en un lapso aproximado
de 15 minutos, y se mantiene dicha PAM inicialmente por
muevas extracciones (fase compensada). En ¢l grupo de
- isquemnia, cuando el volumen exsanguinado llegb a su
miximo y la presidn empezd a caer (inicio de la fase
descompensada), el experimento se continud sin ninguna
manipulacién adicional hasta la muerte del conejo. En el
grupo de isquemia-reperfusion, al comenzar la fase
descompensada, 1a presion arterial de choque se mantuvo por
15 minutos mas a base de pequefias reinfusiones de la sangre
extraida. Al concluir los 15 minutos, se reinfundié 60% del
volumen exsanguinado y s¢ continud el experimento sin
ninguna manipulacion adicional hasta =240 o hasta la muerte
del conejo.

Andlisis espectral

Los espectros de impedancia fueron normalizados con
relacion a la impedancia de referencia medida a 300KHz (el
punto mas insensible a los cambios estructurales.en el tejido),
dividiendo las impedancias por la impedancia de referencia y
restindole a las fases la fase de referencia. Los espectros
luego 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.

3. RESULTADOS

En la figura 3 se muestra e} curso temporal de la PAM de
los tres grupos experimentales. En la figura 4 se muestra el
curso temporal del pHi medido por tonometria en el ileén. .En
el grupo de control la PAM y el pHi se mantienen estables y
normales durante todo ¢l experimento. En los grupos de
isquentia e isquemia-reperfusion se ve que 1a caida de 1a PAM
causa isquemia casi inmediatamente en la mucosa, y que en
solo 30 minutos el pHi se encuentra completamente anormal.
En el grupo de I-R , el pHi comienza a recuperarse después de
la reinfusion.

El anlisis de varianza frecuencia por frecuencia de los
espectros muestra que no hay una diferencia significativa
entre los espectros de los 3 grupos en los tiempos de =0 a
t=90. A =120 se encuentra ya una diferencia
estadisiticamente significativa entre los espectros, la cual
crece y se vuelve mas obvia hasta que empieza 1a reinfusion,
A = 195 todos los conejos del grupo de isquemia habian
muerto. A =240 ya no se encuentra una diferencia
significativa entre los espectros de isquemia reperfusion con
los normales I.a figura 5 muestra grificas de Nyquist de los
espectros normalizados promedio de isquemia o isquemia
reperfusién contra los espectros control a los tiempos =90,
=180, v t=240.
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140 -‘
120
100 -
c
x
£ 80
£
; 0 -
—~@— Control
40 ~O— lsquemie
—p— isq+Reinfusion
20 4 &
0- sangrado reinfusion
[} 20 40 [ ] 1] 100 120 140 160 180 200 220 240

Tiempo (min)

* p<0.001 respecto al Control
Ap«<0.01 respectc a Isqereperfusion

Figura 3. Representacion grdfica de la Presion Arterial Media en los
tres grupos de experimentacion protocolo. Notense las curvas
claramente definidas para los grupos isq ja sin tratamiento e
isquemia-reperfusion asi como la estabilidad de la curva control. Se
muestra también los datos de significancia estadistica mediate un
analisis anova de 2 vias.
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Figura 4. Representacion grdfica del pH intramucoso calculado.
Notese que esta grdfica nos garantiza que para los grupos isquemia
después de los 90 minutos ya tenemos una marcada isquemia en el
intestino

4. DISCUSION

La representacion grafica del curso temporal de la presién
arterial media (Grifica 1), refleja claramente el correcto
desarrollo del protocolo experimental de choque isobarico
para los grupos isquemia e isquemia-reperfusién con respecto
al grupo conirol.

A =90 la presién arterial y el pHi ya son anormales (El
pHi no ha caido por debajo de 7.0 pero eso ¢s de esperarse
puesto que ¢l tondémetro nos da una medicion ponderada de
los tltimos 30 minitos). De estos datos se infiere que a =90
la mucosa ya se encuentra hipoperfundida ¢ isquémica, pero
los espectros ain no marcan una clara diferencia con los
espectros normales porque el tejido atn no se ha dafiado
mucho. A medida que transurre el tiempo de isquemia, se
supone que el dafio tisular se agrava, y vemos como la

diferencia espectral tambien aumenta.



Es interesante notar que los espectros no solo se separan
uno del otro, pero también cambian de morfologia en los
2 7] diagramas de Nyquist: Los espectros normales tienen un
forma circular (en acuerdo con ¢l modelo de Cole y Cole),
mientras que los espectros del tejido a mas de una hora de
- isquiema empiezan a dibujar una sigmoide. Al restaurar la
presion arterial con la reinfusién, suponemos que se restaura
parcialmente la perfusion a la mucosa, y vemos como s¢
recupera un poco ¢l pHi. De 1a misina manera los espectros
vuelven a tomar su forma circular y se reduce la diferencia
con los espectros de tejido normal.
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__e— Control t=90
—a Hipovolemia t=90

Real Z
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‘ 5. CONCLUSIONES
La diferencia entre los espectros de tejido sano ¢
2 isquémico no parecen estar directamente relacionados ni al
nivel de perfusién tisular ni a la isquemia tisular, mas bien
(a) esta relacionada con el tiempo de isquemia o con el tiempo de
recuperacion, por lo que concluimos que el espectro de
impedancia refleja dafio tisular. El pHi muestra una caida
Imag Z antes de que se detecten cambios espectrales, lo cual sugiere
o f{:’::v';ll P80 se 2 que el tondmetro es un mejor indicador temprano de
h problemas metabdlicos, siempre y cuando se realice un
monitoreo ripido y contimo de pHi. Pero una vez que se
1 tienen mediciones anormales de pHi, el tonémetro ya no
proporciona ninguna informacién 1til sobre los cambios

Real Z tisulares causados por la isquemia o la reperfusion, y solo 1a
. T o n ~informacion del espectrémetro de impedancia puede ser Wtil
2 -1 0 1 para guiar 1a terapia.
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