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Introducción 

La palabra investigación proviene de la voz latina vestigio, que significa “seguir las huellas”, 

siendo su sinónimo buscar algo, inquirir, indagar, rastrear. En el caso de la investigación 

científica se realiza una búsqueda planificada y sistemática de conocimientos, dentro del campo 

de la ciencia. Mientras el resultado de la investigación vulgar es una opinión que solo reviste 

importancia para quien la realizó, el resultado de la investigación científica, es de particular 

interés para todos quienes hacen o utilizan los resultados en cuyo campo se efectúa la citada 

investigación y puede contribuir a solucionar problemas en el campo del saber, esclarecer 

problemas o señalar nuevos campos de investigación sistemática.(1) 

El presente trabajo debe su desarrollo a la experiencia del equipo en el estudio de problemáticas 

asociadas a los trasplantes de órganos valiéndose de modelos preclínicos en roedores. 

Particularmente, centrado al conocimiento adquirido en relación a la injuria por isquemia 

reperfusión (IIR) y el precondicionamiento isquémico (PCI) como método terapéutico aplicado 

al trasplante heterotópico de intestino delgado. El origen de esta línea de investigación se 

relaciona con la problemática observada en la clínica del trasplante de órganos sólidos (TOS) en 

humanos. Desde el momento en que se inicia el procedimiento quirúrgico de extracción del 

órgano en el donante, la isquemia se asocia a un conjunto de mecanismos plausibles de lesionar 

al órgano a implantar, y surge entonces el PCI como una posible herramienta de atenuación a la 

injuria en cuestión. El PCI consiste en someter al tejido a uno o más periodos de isquemia breve 

seguido de períodos de reperfusión previamente a un periodo de isquemia prolongado, con el 

fin de generar una respuesta adaptativa que enlentezca la tasa de muerte celular, y de este 

modo proteja al órgano en cuestión. Una forma de realizar PCI es por medio del clampeo de la 

vasculatura nutricia del órgano implicado. 

El tipo de investigación que se intenta implementar por parte del equipo de trabajo en el 

Laboratorio de Trasplante es la denominada investigación básica traslacional, la cual se asocia 

con el concepto de la investigación que va “de la mesada del laboratorio a la cama del paciente” 

e intenta generar conocimientos en ciencias básicas para producir nuevas opciones de 

diagnósticos o tratamientos en la clínica. Requiere del trabajo multidisciplinario y participación 

de diversos actores. Pudiendo ser su inicio la observación en el paciente de un problema clínico 

a partir del cual se genera una hipótesis a la que se intenta dar respuesta desde el ámbito de la 

investigación básica. Así se obtiene un nuevo conocimiento que luego será traducido en un 

método de aplicación clínica para ser utilizado en pacientes similares a aquellos que generaron 

la pregunta de investigación.(2) 

El PCI fue ampliamente estudiado asociado al trasplante de los distintos órganos abdominales 

en forma aislada en roedores, obteniéndose resultados alentadores tanto en intestino delgado 

(3,4), como en hígado (5,6) y riñón (7,8).  

Es de notar que, en la práctica clínica, el momento de la extracción implica el accionar de un 

grupo quirúrgico de ablacionistas para cada órgano que luego se va a implantar, a excepción de 

la extracción renal, la cual en ocasiones es realizada por el equipo de ablación hepática o 

intestinal. Sumando a esto el escaso tiempo con que se cuenta para la procuración de órganos, 

debido a que la celeridad en la procuración se objetiva en una mejor funcionalidad del injerto 

en el paciente, se requiere entonces de una coordinación óptima tanto en el seno de cada grupo 

quirúrgico como así también en la articulación entre cada uno de ellos. Esto conlleva que de 

incorporarse el precondicionamiento como procedimiento quirúrgico en la práctica clínica, sea 

necesario para su implementación, que cumpla ciertos criterios. Entre los que se incluyen: que
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 el método sea sencillo, fácilmente reproducible, que genere un beneficio al conjunto de órganos 

o al menos no genere daño o perjuicio en ninguno de ellos, y que no prolongue 

innecesariamente el proceso de procuración. 

De este modo, se planteó en el presente trabajo la posibilidad de aplicación del 

precondicionamiento, pero en forma multiorgánica. Realizando el clampeo de la arteria aorta 

abdominal en su origen (procedimiento que se describirá en detalle durante el transcurso del 

presente manuscrito), a fin de precondicionar en un tiempo todos los órganos abdominales, 

simplificando así el método.  
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Injuria por isquemia-reperfusión (IIR) 

Todo trasplante de órgano sólido conlleva una etapa de isquemia que atraviesa al procedimiento 

quirúrgico completo desde la extracción del órgano en el donante hasta su reperfusión al 

momento del implante. Este proceso de isquemia y reperfusión que comienza con el clampeo 

de la vasculatura del órgano a implantar y finaliza con la reperfusión del mismo órgano en el 

receptor tiene aparejado el denominado daño o IIR. Este es un fenómeno de acentuación del 

daño celular en un órgano isquémico después del restablecimiento del flujo de oxígeno.(9) La 

fase de reperfusión se caracteriza por el aumento en la producción de radicales libres de oxígeno 

y nitrógeno por activación del sistema xantino-oxidasa, contribuyendo y magnificando el daño 

iniciado por la isquemia. Por tal motivo, pese a que el suministro de sangre es primordial para 

la supervivencia de un órgano, la reperfusión tiene su efecto paradójico, ya que por un lado 

resulta esencial restituir la funcionalidad celular y tisular de un organismo afectado por un 

evento isquémico, pero por otro, exacerba el daño comprometiendo la vitalidad del mismo.(10,11) 

La isquemia, o interrupción transitoria o permanente de la irrigación sanguínea de un órgano o 

tejido, implica la disminución o ausencia de adenosin trifosfato (ATP) modificándose el 

metabolismo celular de tipo aerobio a anaerobio y generándose, ante la ausencia de fosfatos de 

alta energía, el acúmulo de productos ácidos; especialmente el ácido láctico. La disminución de 

la fosforilación oxidativa y la pérdida en la función de las bombas dependientes de ATP, como 

es el caso de la bomba de Na+/K+ sumado a alteraciones en la permeabilidad de la membrana, 

genera cambios en el gradiente transmembrana produciendo una pérdida del balance iónico. El 

K+ sale de la célula y el Na+ ingresa junto con el H2O produciendo edema celular. A su vez, 

aumenta la permeabilidad celular al Ca+2 acrecentándose su concentración intracelular, 

pudiendo activar la proteasa dependiente de calcio que convierte xantina-deshidrogenasa en 

xantina-oxidasa.   

Los productos de degradación del ATP (hipoxantina) se metabolizan por medio de la xantina-

deshidrogenasa para convertirse en urea.  El medio ácido favorece que esta enzima se convierta 

en xantina-oxidasa. La cual con el aporte de O2 durante la reperfusión, convierte los productos 

de desecho extracelulares acumulados en xantina más un anión superóxido (O2-: radical libre de 

oxígeno) Este reacciona consigo mismo formando peróxido de hidrógeno (H2O2), el cual forma 

una cascada de radicales libres de oxígeno que incrementa la potencia oxidante, lesionando la 

célula por oxidación de las membranas lipídicas y de las proteínas celulares.(12,13) 

A nivel de la microcirculación se producen cambios durante la isquemia y reperfusión inicial que 

llevan a que ciertas áreas de tejido no se perfundan, produciéndose el fenómeno de no-reflujo. 

Esto ocurre en parte debido al aumento del volumen celular por vacuolización del citoplasma 

generando protrusión celular hacia el lumen vascular, la activación del sistema del complemento 

que estimula la producción de citoquinas proinflamatorias, la migración y adhesión de leucocitos 

al endotelio, la agregación plaquetaria y el desbalance entre moléculas vasodilatadoras (NO: 

óxido nítrico) y vasoconstrictoras. El rol del NO es variable, en niveles fisiológicos tiene efecto 

protector contra la lesión inhibiéndose la apoptosis, mientras que en niveles elevados el NO 

induce la apoptosis además de participar en la adhesión de los neutrófilos al endotelio y en la 

agregación plaquetaria.(9) 
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Experiencia clínica de la IIR en humanos 

Hígado 

La isquemia con la subsecuente falta en el aporte de oxígeno y nutrientes es un fenómeno 

inherente a la realización de varios tipos de procedimientos quirúrgicos que incluyen al hígado. 

Existen cirugías de hígado como las hepatectomías, la remoción de tumores hepáticos, el 

trauma, la reconstrucción vascular, y el trasplante donde se producen situaciones clínicas en las 

que el período de isquemia puede ser particularmente prolongado.  

La maniobra de Pringle es la más utilizada en estos casos para clampear el pedículo hepático. 

Descripta inicialmente como una interrupción del flujo sanguíneo a la vena porta y la arteria 

hepática por medio de la compresión digital del pedículo hepático en el ligamento 

hepatoduodenal, presenta como beneficio principal el control de las hemorragias y del número 

requerido de transfusiones. A partir del uso de esta maniobra, se observó que es factible 

mantener la isquemia durante 60 minutos en hígados sanos, incluso durante tiempos más 

prolongados en el caso del uso intermitente de la misma. La obstrucción del flujo sanguíneo 

puede ser extendido en forma segura por 120 minutos y tiene como límite los 300 minutos en 

casos extremos. Permaneciendo seguros los 120 minutos para el caso de hígados grasos con un 

tiempo límite de 200 minutos en estos últimos. Los peores resultados se obtuvieron en los casos 

de hígado con esteatosis microvesicular moderada y severa.(14)  

Los resultados del uso del PCI han demostrado una reducción en los niveles enzimáticos de 

transaminasa glutámico oxalacética (TGO) y transaminasa glutámico pirúvica (TGP) (5), junto a un 

incremento en las variables de control respiratorio lo cual refleja la preservación de la función 

mitocondrial. En hígados grasos se observó una disminución del daño histológico, de los niveles 

de TGO y TGP, mejor preservación de la función hepática y mejor supervivencia; adjudicándoles 

cierto grado de protección.(14) 

Hepatectomías: Existen trabajos clínicos y experimentales que han demostrado que el clampeo 

intermitente empleando la maniobra de Pringle es mejor tolerado que prolongados períodos de 

isquemia continuos.(15–17) Se realizó un estudio en el que se empleó el PCI (10 minutos de 

isquemia seguidos de 10 minutos de reperfusión) por medio de la maniobra de Pringle 

comparado con el grupo control, en pacientes a quienes se les realizó una hemihepatectomía 

derecha o izquierda por diversas causas (lesiones benignas y/o malignas). Estos procedimientos 

fueron realizados por medio de la oclusión continua del flujo sanguíneo, durante 30 minutos, 

tiempo a partir del cual la injuria por isquemia se vuelve detectable en el hígado humano.(15) Por 

medio de este estudio, se demostró por primera vez el efecto protector del PCI en el hígado 

humano, evidenciándose un descenso en los niveles de TGO y TGP medidos a las 24 horas luego 

de la cirugía. Vale destacar que estas enzimas se consideran los marcadores más sensibles de 

injuria por isquemia hepática.(5,18) 

Un defecto importante del clampeo intermitente es el riesgo de sangrado durante cada período 

de reperfusión al momento de seccionar el hígado. Se ha documentado el doble de sangrado 

durante la sección hepática en pacientes a quienes se les practicó clampeo intermitente en 

comparación con el clampeo continuo.(17) En el caso estudiado de PCI previo a la 

hemihepatectomía, el sangrado fue mínimo, con muy pocos casos que requirieron transfusiones 

y solo en el grupo control. Por lo que el PCI no solo protege contra la isquemia, sino que también 

minimiza la pérdida hemática. 
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El hígado enfermo es particularmente susceptible a la isquemia, obteniéndose peores resultados 

en pacientes con hígado graso que se someten a hepatectomías mayores bajo un período 

prolongado de oclusión del flujo vascular. Es por esto que en el subgrupo de pacientes con 

esteatosis leve a moderada (˃20%), se alcanzó un nivel mayor de injuria al primer día 

postoperatorio, determinada por los niveles de TGO y TGP, en los hígados grasos versus los 

hígados no grasos. El PCI en estos hígados grasos parece ser particularmente protector, con 

niveles de transaminasas en suero menores a 260 UI/L al primer día postoperatorio en cada 

paciente.(5)  

Trasplante hepático: Relacionado al trasplante hepático existen distintos tipos de donantes, 

entre ellos los donantes con criterios neurológicos de muerte, donantes en asistolia y el donante 

vivo. El donante en asistolia es aquel cuyo fallecimiento ha sido diagnosticado por criterios 

circulatorios y respiratorios. Los injertos hepáticos procedentes de donantes en asistolia sufren 

un período de hipoperfusión e isquemia caliente antes de su extracción, lo cual limita su 

viabilidad para el trasplante y determina su baja utilización. El interés en dichos donantes viene 

determinado por su gran potencial como fuente adicional de órganos para trasplante dada la 

escasez de los mismos. La donación en asistolia consta de dos grupos, la donación en asistolia 

no controlada y la donación en asistolia controlada. Estos grupos se incluyen en la clasificación 

tradicional de Maastricht de los donantes en asistolia que describe cuatro categorías de las que 

se destacan: 1. aquellos que sufren una parada cardíaca inesperada habitualmente fuera del 

hospital (categoría de Maastricht II), y 2. aquellos que presentan una lesión neurológica grave e 

irreversible en los que la parada cardíaca se produce por la retirada del soporte ventilatorio 

(categoría de Maastricht III). Debido a la experiencia de los grupos de trasplante que utilizan 

injertos provenientes de donantes en asistolia y a una mejora en los criterios de selección, las 

tasas de fallo primario del injerto se han reducido de forma importante. Sin embargo, la 

aparición de estenosis biliares no anastomóticas, o colangiopatía isquémica, representa una 

importante limitación de esta modalidad de trasplante. La lesión isquémica del epitelio biliar 

determina la presentación subaguda de una clínica caracterizada por episodios repetidos de 

colestasis, colangitis y abscesos hepáticos, que requieren hospitalizaciones repetidas, 

procedimientos intervencionistas y, con frecuencia, acaban en la necesidad de un retrasplante. 

Esta lesión provoca que, si bien la supervivencia de los pacientes trasplantados es similar, la 

supervivencia del injerto es inferior a la obtenida si se trasplantan injertos procedentes de 

donantes convencionales. Para evitar esta lesión, es necesario cumplir con unos tiempos 

estrictos de isquemia en el donante. 

El principal problema con estos donantes es la rápida degradación de los órganos tras la parada 

cardiorrespiratoria, lo que implica el empleo de métodos de preservación para minimizar la 

isquemia caliente. Una vez certificado el fallecimiento del donante y hasta la obtención del 

consentimiento familiar y judicial, se realizan una serie de técnicas para el mantenimiento del 

donante. Inicialmente, los pacientes precisan del mantenimiento de la ventilación mecánica y 

masaje cardíaco externo, manual o mecánico, intentando mantener una presión arterial por 

encima de 70 mm Hg, un pH ˃ 7 y una PO2 ˃ 100 mm Hg, se emplearía este método cuando el 

tiempo estimado desde el diagnóstico de muerte y la cirugía es menor a 30 minutos. 

En un intento de recuperar el daño provocado por la isquemia caliente que sufren los donantes 

en asistolia, se puede utilizar la perfusión regional abdominal en normotermia para restaurar el 

flujo de sangre oxigenada a los riñones, hígado y páncreas, después de que se ha declarado la 

muerte en dichos donantes con base en criterios cardiocirculatorios. Para realizar dicha técnica 
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se ha de aislar el territorio vascular de la región abdominal mediante la oclusión de la aorta 

supra-diafragmática y utilizar un bypass cardiopulmonar (oxigenación por membrana 

extracorpórea) que permita oxigenar la sangre combinada con distintos sustratos y soluciones 

en un reservorio y retomarla mediante el uso de una bomba de perfusión. El período de 

recirculación normo-térmica en la región abdominal, tras un período de isquemia caliente, 

permite restaurar los sustratos de energía intracelular, reducir los productos de degradación de 

nucleótidos y mejorar las concentraciones de antioxidantes endógenos en los hígados 

procedentes de donantes en asistolia. 

Durante el procedimiento quirúrgico llevado a cabo en el receptor, en la fase anhepática, se 

debe estar pendiente de los cambios hemodinámicos tras el pinzamiento vascular a nivel de las 

venas suprahepáticas, la acidosis metabólica, el descenso del Ca+2, y la oligoanuria. Al 

reperfundir el órgano se puede producir el síndrome post-reperfusión con caída de las presiones 

arteriales y de las resistencias vasculares sistémicas y pulmonares superiores a un 30% durante 

más de cinco minutos, con el consiguiente aumento de la presión venosa central, patrones 

moleculares asociados a patógenos, presión de enclavamiento pulmonar (PCP) e índice cardíaco, 

activación de coagulación con aumento del índice internacional normalizado, disminución del 

número de plaquetas y agravamiento de la fibrinólisis, trastornos del ritmo cardíaco por 

aumento brusco del K+ plasmático, disminución de la temperatura corporal (de 1-2°C), acidosis 

metabólica, y un posible riesgo de embolismo aéreo y/o trombótico debido al desclampeo, todo 

ello provocado por la consiguiente llegada de restos de las soluciones de preservación y 

metabolitos hepáticos acumulados durante las fases de isquemia fría y caliente. Como 

consecuencia de todo ello, en la fase neo-hepática aumenta el riesgo hemorrágico, 

fundamentalmente por la combinación del incremento de presiones venosas y el 

empeoramiento de la coagulación. A medida que el paciente recupera la estabilidad 

hemodinámica, los trastornos metabólicos desencadenados por la reperfusión del injerto se 

normalizan sin necesidad de corrección farmacológica (no se recomienda corregir a no ser que 

la inestabilidad persista). Las presiones endocavitarias permanecen no obstante elevadas, al 

igual que el gasto cardíaco. 

No existe en la literatura una definición estandarizada que permita el diagnóstico temprano de 

la disfunción precoz del injerto hepático, aunque algunos autores proponen diferentes 

parámetros con el fin de identificar dicha disfunción. Se han propuesto cuatro grados de la 

función inicial del injerto durante los primeros cinco días postrasplante: 1° buena función, TGO 

máxima 1.000 UI/L y el tiempo de protrombina espontánea ˃ 50%; 2° función justa, TGO 1.000 

a 2.500 UI/L, y necesidad de apoyo de factor de la coagulación < 2 días; 3° disfunción severa 

precoz, TGO ˃ 2.500 UI/L, y necesidad de apoyo de factor de la coagulación > 2 días; y 4° falla 

primaria del injerto, requiere retrasplante en un plazo de siete días. Esta última se trata de una 

de las complicaciones más graves del trasplante hepático y se puede considerar como la forma 

más severa de la disfunción primaria del injerto. Se desconoce la etiopatogenia del fallo primario 

del injerto, pero se asume una IIR en su forma más extrema. La IIR que provoca el fallo primario 

del injerto se produce por una suma de varios factores de riesgo entre los que destacan: donante 

añoso (pérdida de capacidad de regeneración), macroesteatosis mayor del 30% (probable 

exacerbación del daño de reperfusión por la interferencia del metabolismo lipídico), la isquemia 

fría prolongada (se asume un 6% de aumento de disfunción primaria del injerto por cada hora 

de isquemia fría), y donante de muerte circulatoria.(19) 
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La insuficiencia renal en pacientes trasplantados hepáticos es una complicación frecuente e 

importante que condiciona la recuperación postoperatoria y la supervivencia a corto y largo 

plazo. La insuficiencia renal aguda aparece en las primeras semanas postrasplante con una 

incidencia entre el 17-95%. Si bien los factores de riesgo que condicionan su aparición son 

múltiples, aquellos relacionados al período intraoperatorio juegan un rol importante. El clampeo 

de la vena porta, arteria hepática y vana cava inferior interrumpe el retorno venoso de las 

extremidades inferiores y del lecho esplácnico, con descenso del gasto cardíaco, presión arterial, 

elevación de las resistencias vasculares sistémicas y reducción de la perfusión renal, con el riesgo 

posterior de desarrollo de insuficiencia renal aguda. Es por esto que durante el trasplante se 

debe evitar la hipotensión, mantener el retorno venoso y manejar correctamente el aporte de 

hemoderivados.(20) 

El PCI en donantes con criterios neurológicos de trasplante hepático ha dado como resultado 

una reducción de la lesión hepática aguda indicada por un descenso en los niveles de TGO al 

tercer día del trasplante así como una mejoría en la tasa de mortalidad al año del posoperatorio 

no estadísticamente significativa y una reducción en la incidencia de la falla primaria del 

injerto.(21,22)  Los niveles de TGO al tercer día del procedimiento quirúrgico se correlacionan con 

la tasa de mortalidad y la incidencia de pérdida del injerto, el requerimiento de soporte de 

órganos y la incidencia de infecciones y complicaciones postoperatorias.(23) 

 

 

Intestino delgado 

La IIR intestinal se la encuentra en la clínica médica en casos como la cirugía de aneurisma de 

aorta abdominal, el bypass cardiopulmonar, el abdomen agudo obstructivo por hernias 

estranguladas, la isquemia mesentérica aguda, la enterocolitis necrotizante neonatal, y el 

trasplante de intestino delgado, entre otros. De no ser prevenida en lo posible o tratada como 

tal, esta puede conllevar un aumento en la tasa de morbimortalidad del paciente. Entre los 

órganos intraabdominales, el intestino es probablemente el más susceptible a la IIR, ya que está 

compuesto de células que son muy lábiles a la isquemia.(24) Se ha demostrado que los enterocitos 

que se encuentran en la punta de las vellosidades son las células más sensibles a los episodios 

de isquemia, quizás debido a su localización distal y terminal con respecto a la arteriola central, 

con menor aporte de oxígeno en la región apical de las vellosidades en relación a las criptas. Esta 

característica anatómica se evidencia con la aparición del espacio subepitelial a los 15 minutos 

aproximadamente del inicio de la isquemia y siendo más pronunciado el mismo a los 30 minutos,  

lo cual sucede como consecuencia del desprendimiento de las células epiteliales apicales 

dañadas junto con la contracción simultánea de las fibras musculares provenientes de la 

membrana basal que se extiende hasta las puntas de las vellosidades.(25) A su vez, las 

características pro apoptóticas de los enterocitos aumentan a medida que se acercan a la punta 

de la vellosidad, donde además de sufrir apoptosis, son liberados a la luz intestinal. Hay 

evidencia en que el desprendimiento de células epiteliales no necesariamente resulta en la 

disrupción del revestimiento epitelial. De hecho, luego de la reperfusión temprana la capa 

epitelial con algunas células sueltas puede volver a unirse. Se ha establecido en ciertos estudios 

que esto puede deberse a la acumulación de fibras de miosina de tipo no muscular (pMLC) en la 

región basal de las células epiteliales sueltas que conducen a la constricción activa de las células 

dañadas por la isquemia en las puntas de las vellosidades, lo que resulta en una reducción 

drástica del tamaño de la herida. La combinación de los mecanismos de velocidad de retracción, 

constricción de las células dañadas y el cierre del defecto epitelial mediado por pMLC resulta en 
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la restauración morfológica del revestimiento epitelial a los 120 minutos de la reperfusión. 

Mecanismo que a su vez podría estar involucrado en limitar el proceso inflamatorio y la 

traslocación bacteriana.(26) 

A diferencia de los períodos cortos de isquemia seguidos de reperfusión, la isquemia prolongada 

con reperfusión del tejido genera que el revestimiento epitelial comience a desintegrarse 

pasados los 45 minutos de isquemia intestinal. La lesión en las puntas de las vellosidades 

continúa durante la reperfusión, y la apoptosis de estos enterocitos se vuelve particularmente 

aparente a los 30 minutos del restablecimiento de la circulación. Con el aumento en la duración 

de los períodos isquémicos la muerte celular ocurre en forma progresiva desde las vellosidades 

hacia las criptas. No lográndose recomponer el daño ocasionado tras 120 minutos de 

reperfusión en tejido expuesto a más de 45 minutos de isquemia. La IIR puede generar entonces 

un déficit en la capacidad de absorción de nutrientes.(27)  

Cirugía de aorta abdominal: La disfunción gastrointestinal no suele ser clínicamente aparente en 

la fase del posoperatorio inmediato, sin embargo, puede contribuir a un incremento en la 

morbilidad de estos pacientes a largo plazo. Tanto el clampeo aórtico como el déficit de 

perfusión producidos por la disección aórtica pueden desencadenar isquemia mesentérica con 

la subsecuente IIR, traslocación bacteriana y respuesta inflamatoria sistémica. Períodos 

prolongados de isquemia seguidos de eventos tromboembólicos con oclusión completa de las 

ramas mesentéricas de la circulación esplácnica a menudo conducen a una isquemia intestinal 

irreversible. La hipoperfusión esplácnica prolongada con una tolerancia reducida a la isquemia 

puede ocurrir secundario a reparaciones endovasculares y revascularización incompleta 

posterior a la reparación de disecciones. Y puede ser la causante de enlentecimiento intestinal 

asociado a reflujo, absorción nutricional incompleta, episodios frecuentes de estado metabólico 

anaeróbico con aumento del valor de lactato junto con distensión abdominal, y más raramente 

hemorragia intestinal. Usualmente se alcanza el diagnóstico por una combinación entre la 

presentación clínica y el uso de imágenes. La tomografía abdominal con contraste puede 

demostrar la distensión de asas intestinales, el déficit de perfusión, y la presencia de depósitos 

de aire a nivel portal e intramural.(28) 

Isquemia mesentérica aguda (IMA): Al igual que en otras causas de IIR intestinal la integridad de 

la mucosa del intestino comienza a alterarse y a ser permeable a la flora residente a partir de la 

interrupción del flujo sanguíneo. La interrupción prolongada del mismo puede generar la 

acumulación del ácido láctico, la pérdida de la homeostasis celular, necrosis, y desencadenar 

una respuesta inflamatoria. La IIR secundaria a la interacción entre la sangre rica en oxígeno y la 

presencia de radicales libres producidos localmente por la inflamación, puede potenciar la 

muerte celular. El infarto intestinal generalizado puede causar una respuesta inflamatoria que 

desencadene la acción de una tormenta de citoquinas y se manifieste como un síndrome de 

respuesta inflamatoria sistémica.(29) De no ser tratada a tiempo, esta condición puede producir 

hipotensión severa, causar injuria remota afectando órganos como el hígado o los pulmones o 

producir falla multiorgánica, pudiendo llevar incluso a la muerte. Las complicaciones posteriores 

al tratamiento de la IMA, como la falla respiratoria, la falla multiorgánica, la sepsis, y el síndrome 

de intestino corto afectan entre el 35-79% de los pacientes y se asocian a un incremento en la 

mortalidad.(30,31) 

Trasplante intestinal: En el trasplante de intestino en humanos se ha demostrado que la IIR es 

prácticamente inevitable durante el proceso de procuración y reperfusión. Las especies 

reactivas de oxígeno producidas por la xantino-oxidasa pueden dañar la barrera mucosa 

intestinal en forma directa o indirecta por medio de la activación de polimorfonucleares y de la 
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producción de citoquinas por parte de las células endoteliales. Este daño en la barrera mucosa 

da lugar a la traslocación bacteriana, de endotoxinas, de fluidos, y cambios en la concentración 

de electrolitos transmembrana. De esta manera moléculas proinflamatorias alcanzan los 

ganglios linfáticos mesentéricos y a partir de allí la circulación general, pudiendo producir daño 

a otros órganos.(32)  

Además de la barrera física, el intestino presenta también una función de barrera inmunológica 

para prevenir la traslocación bacteriana, presentando un rol importante las células de Paneth 

localizadas en las criptas de Lieberkühn. Estas células son sensibles a la microbiota y capaces de 

responder a las amenazas bacterianas produciendo y liberando agentes proteicos 

antimicrobianos al lumen, y por ende cruciales en limitar la traslocación bacteriana. Las bacterias 

al diseminar pueden producir sepsis, shock o falla orgánica múltiple.(24) La naturaleza secretora 

de estas células las hace particularmente susceptibles al estrés del retículo endoplasmático,  

producido, por ejemplo, por situaciones de hipoxia y estrés oxidativo que dan como resultado 

la acumulación de proteínas malformadas y la alteración de la homeostasis del retículo. Durante 

los períodos prolongados de isquemia seguidos de reperfusión se observó un evidente 

incremento en el estrés del retículo y las células de Paneth en humanos, que fue acompañado 

por apoptosis de estas células siendo liberadas al lumen de la cripta. La pérdida de las células de 

Paneth es considerado un fenómeno que contribuye a las complicaciones inflamatorias e incluso 

a la morbimortalidad relacionada a la IIR. Estas células han demostrado también ser cruciales en 

brindar factores de crecimiento esenciales para la supervivencia de las células madre, siendo 

estas últimas de importancia significativa en la regeneración del epitelio intestinal sometido a 

isquemia-reperfusión.(24,33)  

La traslocación bacteriana fue reportada en el 44% de los pacientes pediátricos que fueron 

sometidos a un trasplante intestinal. Es frecuente la afectación del aparato respiratorio 

pudiendo producirse la infiltración pulmonar por neutrófilos lo que contribuye al desarrollo del 

síndrome de distrés respiratorio agudo.(34)  

En un procedimiento de trasplante intestinal, la lesión localizada en el intestino se puede dividir 

en dos etapas, un tercio de la misma ocurre durante la isquemia y la mayor parte durante la 

reperfusión. A las primeras 4 horas de la muerte encefálica se producen los primeros cambios 

estructurales mencionados como son el desprendimiento de la membrana apical de las 

vellosidades y la infiltración del tejido por polimorfonucleares. De no emplearse medios de 

preservación como la hipotermia o las soluciones de preservación, este daño progresaría hasta 

producirse lesiones de tipo irreversibles en el intestino delgado pudiendo comprometer la 

viabilidad del injerto en el período pos-trasplante inmediato.(35) 

Por lo general, casi todos los donantes con muerte cerebral son considerados aptos para la 

realización de una extracción multiorgánica, sin embargo, los injertos intestinales suelen 

provenir de donantes muy seleccionados, ya que este es extremadamente sensible a la 

isquemia, así como a muchos de los sucesos que ocurren alrededor de los donantes de muerte 

encefálica, por lo que se reduce notablemente el número de donantes óptimos para receptores 

de intestino delgado. Los criterios de aceptación y exclusión son los siguientes: donantes jóvenes 

por lo general menores de 45 años (los mayores de 45 años suelen fallecer por enfermedad 

cerebrovascular, lo que implica una afectación ateroesclerótica generalizada), 

hemodinámicamente estables, sin episodios de parada cardiorrespiratoria, sin episodios 

prolongados de hipotensión arterial (TAS < 80 mm Hg), y si la hubo que no fuera duradera (< 10 

minutos), bien oxigenados (PaO2 > 95 mm Hg), y sin grandes aportes de drogas vasoactivas. Por 
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último, asegurar un tiempo de isquemia fría lo más corto posible, preferentemente inferior a las 

7 horas, y nunca superior a las 9 horas.(19) 

El injerto intestinal trasplantado se monitoriza por medio de biopsias endoscópicas a través de 

la ileostomía que se confecciona específicamente para tal fin. De este modo, el diagnóstico 

histopatológico permite identificar y graduar las principales patologías. Por protocolo, suelen 

tomarse 2-3 fragmentos de la mucosa del íleon a 20 cm y a 10 cm de la ileostomía. También se 

toman biopsias de todas las lesiones focales que se observen. Las muestras se tiñen con 

hematoxilina-eosina (H-E) y su resultado se lo correlaciona con la clínica del paciente.(19) En el 

caso de la lesión por preservación-reperfusión se observan signos de isquemia aguda en la 

mucosa que pueden variar en grado, desde solo edema y congestión a destrucción de las 

vellosidades o, en su máximo grado, a hemorragia con necrosis coagulativa y destrucción total 

de las glándulas. Existen escalas semi-cuantitativas (las cuales serán comentadas con detalle en 

secciones siguientes del presente trabajo) que permiten determinar el grado de lesión intestinal 

ante la IIR, lo que permite al equipo médico conocer el estado del injerto trasplantado.(36,37)  

 

 

 Riñón 

Los riñones se ven afectados por la IIR en seres humanos debido a diversas patologías, los 

principales ejemplos son la cirugía cardiovascular, el trauma, el paro cardíaco con reanimación, 

y el trasplante renal.  

Cirugía cardiovascular: Hasta el 30% de los pacientes sometidos a cirugía cardiovascular 

desarrollan injuria renal aguda (IRA). Las guías KDIGO (del inglés, Kidney Disease Improving 

Global Outcome) definen a la injuria renal aguda como un aumento en el valor de creatinina 

sérica ≥ 0,3 mg/dl (≥ 26,5 µmol/L) en las primeras 48 horas, o un incremento en la creatinina 

sérica ≥ 1,5 veces el valor basal, el cual se produce en los primeros siete días, o un volumen 

urinario < 0,5 mL/Kg/hora durante seis horas. Uno de los motivos que lo explica es que estos 

pacientes suelen compartir factores de riesgo en común para el desarrollo de la misma. 

Existen factores de riesgo no modificables como la edad avanzada, la hipertensión arterial, la 

hiperlipidemia, y la enfermedad vascular periférica. Así como factores de riesgo modificables 

relacionados con el tipo de anestesia, el procedimiento quirúrgico y el mantenimiento en la 

unidad de cuidados intensivos. Las características inherentes a la cirugía cardiovascular, como 

es el by-pass cardiopulmonar, el clampeo aórtico, el requerimiento de transfusiones, y el uso de 

altas dosis de vasopresores aumentan el riesgo de IRA. Estos factores alteran la perfusión renal, 

inducen ciclos de isquemia y reperfusión, aumentan el daño oxidativo e incrementan la 

inflamación renal y sistémica.  

Los mecanismos que asocian la IRA a la cirugía cardiovascular incluyen la isquemia renal 

perioperatoria, la injuria por reperfusión, el estrés oxidativo y la inflamación consecuente. La 

canulación de la aorta y el clampeo de la misma favorecen la liberación de émbolos hacia los 

riñones, pudiendo en tal caso exacerbar la isquemia e inflamación. La inflamación renal y 

sistémica elevan las concentraciones de citoquinas proinflamatoria en el posoperatorio, lo cual 

se asocia al diagnóstico de IRA e incrementa la mortalidad de estos pacientes.(38) 

Trasplante Renal: El trasplante renal es el método de elección para el tratamiento de pacientes 

con enfermedad renal en etapa terminal. La IIR puede generar función retardada del injerto y 

respuesta aloinmune específica, lo que eventualmente conlleva al rechazo agudo y nefropatía 
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crónica del injerto.(39) Existe un aumento en la incidencia de IRA, que puede ser en parte debido 

a un incremento en el uso de donantes marginales con descenso en la tasa de filtrado 

glomerular. El desarrollo de IRA posterior al trasplante renal conlleva un deterioro progresivo 

en la función de las nefronas. Esta patología es inducida por la IIR y exacerbada por el uso de 

drogas potencialmente nefrotóxicas como son los inmunosupresores inhibidores de la 

calcineurina. Puede desarrollarse en cualquier momento posterior al trasplante, aunque más 

comúnmente lo hace durante los primeros días posteriores a la intervención quirúrgica. La 

función retardada del injerto es una forma de expresión de injuria renal aguda que se caracteriza 

por presentar síntomas como oliguria y se la puede definir como el requerimiento de diálisis 

durante los primeros siete días posteriores al trasplante. La incidencia de ésta en donantes con 

criterios neurológicos de muerte ha aumentado a lo largo del tiempo a pesar del progreso en el 

tratamiento del rechazo y se la relaciona a un riesgo incrementado de episodios de rechazo 

agudo y a un descenso en la supervivencia a largo plazo del injerto.(40–42) La capacidad del riñón 

de resistencia y reparación ante la injuria isquémica es altamente dependiente del número de 

nefronas disponibles, y del grado de glomeruloesclerosis y ateroesclerosis preexistentes, 

características típicamente asociadas con el incremento en la edad del donante. Es así como se 

ha sugerido una interacción significativa entre el tiempo total de isquemia, la edad del donante, 

y la función del injerto, con mayor índice de retraso en la función del mismo en receptores que 

recibieron riñones provenientes de donantes añosos.(43,44)  

 

 

 Útero 

Trasplante de útero: El trasplante de útero en humanos actualmente es considerado un 

procedimiento experimental. Se han realizado algunos programas y ensayos clínicos de 

trasplantes tanto con donantes vivos como cadavéricos.(45,46) No sólo han resultado exitosos en 

lo relacionado al procedimiento quirúrgico, sino que también algunos receptores han sido 

capaces de generar descendencia a partir de los úteros trasplantados.(47) Convirtiéndose este en 

la única opción terapéutica para madres con infertilidad o ausencia uterina que desean gestar a 

su propio hijo. En estos casos la IIR es un problema a tener en cuenta tanto en los donantes vivos 

como en los donantes con criterios neurológicos de muerte, y no se han determinado aún los 

tiempos óptimos de isquemia fría e isquemia tibia, aunque se ha demostrado por medio de 

algunos estudios la resistencia de células de miometrio a la isquemia fría,(47–50) por lo cual la 

consideración inicial es la de limitar los tiempos de isquemia, siendo este uno de los escasos 

beneficios del empleo del donante vivo. La proximidad y el momento oportuno de implantación 

del órgano proveniente de un donante vivo resulta en una disminución del tiempo de isquemia 

fría, lo que reduce el riesgo de IIR. Y, por ende, de rechazo agudo y crónico.(51) 
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Estrategias de atenuación de la IIR 

 

Hipotermia 

La hipotermia enlentece la actividad enzimática disminuyendo los requerimientos tisulares de 

oxígeno. Es de gran utilidad en la preservación de órganos ya que disminuye el nivel de 

degradación enzimática intracelular de componentes celulares esenciales para la viabilidad del 

órgano. La hipotermia no detiene el metabolismo, sin embargo, enlentece el número de 

reacciones enzimáticas y la muerte celular, hasta que finalmente el órgano deja de funcionar y 

pierde viabilidad.(52) No solo se ha demostrado que enfriando el órgano de 37°C a 2-4°C se puede 

prolongar el tiempo de preservación,(53) sino que además es posible alargar aún más los tiempos 

si a esto se le suma una solución de preservación. En contrapartida, la congelación no es útil 

para la preservación de órganos porque favorece la producción de cristales de hielo que lesionan 

la célula.  

 

Soluciones de preservación 

Con el fin de alcanzar la hipotermia tisular se utilizan soluciones de preservación frías las cuales 

se infunden por vía arterial previo a finalizar la extracción orgánica. De este modo es posible 

lograr un enfriamiento homogéneo del órgano, realizar un lavado con arrastre de elementos 

formes, isoaglutininas y factores de coagulación que afectan el flujo normal de la 

microcirculación al momento de la reperfusión. 

La composición de las soluciones de preservación facilita el control de los cambios bioquímicos 

desarrollados durante la preservación en frío y el período de isquemia, manteniendo la 

viabilidad del órgano.(54) 

Las funciones que debe cumplir una solución de preservación son: 

- Prevenir el desequilibrio electrolítico y la acidosis intracelular. 

- Prevenir el edema celular e intersticial. 

- Proporcionar sustratos para el metabolismo energético celular. 

- Reducir el daño oxidativo por radicales libres. 

 

Precondicionamiento isquémico (PCI) 

El PCI surge inicialmente en protocolos diseñados para el estudio de la isquemia en el miocardio. 

Murry y col. llevaron a cabo un experimento que demostró que la inducción de isquemias breves 

separadas por períodos de reperfusión reducía el tamaño de la necrosis ocasionada por una 

isquemia posterior sostenida a nivel cardíaco. A partir de este momento Murry acuñó el término 

precondicionamiento isquémico definiéndolo como un respuesta rápida y adaptativa a una 

isquemia breve, que enlentece la tasa de muerte celular durante un período de isquemia 

prolongada.(55)  

Es importante la duración de las fases del ciclo de PCI para el gatillamiento de los mecanismos 

que median la protección. En hígado, por ejemplo, los períodos de isquemia de 5 a 10 minutos 

son efectivos mientras que períodos de 2, 15, 20 y 30 minutos no lo son. Siendo un período único 

de isquemia y reperfusión suficiente para inducir hepatoprotección. El PCI, de esta manera,
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mejora la función del hígado disminuyendo los niveles de enzimas hepáticas, incrementando el 

flujo biliar y reduciendo los niveles séricos de TNFα. A su vez contribuye a una disminución 

significativa de la necrosis hepática.(6,9,56–58)  

El intestino delgado es quizás el órgano más sensible a la IIR. Sin embargo, a nivel experimental, 

el PCI del mismo ha demostrado mejorar la perfusión y oxigenación microvascular, logrando 

disminuir la IIR. El aumento de los valores séricos de LDH, empleado como marcador de daño 

intestinal, ha demostrado ser reducido por medio del PCI, así como la escala de daño 

histopatológico del intestino delgado donde se evidenció una mejoría en los valores con dicho 

tratamiento. El tiempo de PCI de 10 minutos de isquemia seguidos de 10 minutos de reperfusión 

demostró ser efectivo generando efectos protectores contra la IIR intestinal en modelos 

experimentales. A su vez, el PCI intestinal contribuye a la preservación de la función de barrera, 

disminuyendo los efectos nocivos que conlleva la traslocación bacteriana, y aplicado al 

trasplante de intestinos tratados con PCI se obtiene una menor respuesta inflamatoria y lesión 

de órgano remoto demostrado en ratas.(59–64) 

En riñón se ha comprobado que un período único de PCI de 15 minutos de isquemia seguidos 

de 10 minutos de reperfusión protege tanto contra la isquemia caliente como contra la isquemia 

fría a nivel histológico y funcional.(64) El PCI renal ha demostrado tener un efecto protector en el 

riñón, ya que genera una disminución en los valores séricos de urea y creatinina, así como 

también en el daño demostrado a nivel histopatológico luego de la IIR.(8) 

No existen prácticamente trabajos de investigación que estudien los efectos del PCI en útero, 

aunque es posible citar un protocolo en el cual se aplicó PCI por medio de clampeo de la arteria 

uterina durante tres ciclos de 10 minutos de isquemia y 10 minutos de reperfusión obteniéndose 

muestras de endometrio previo y posterior al precondicionamiento. Este tejido fue fragmentado 

para luego implantarse en la membrana corioalantoidea de embrión de pollo, habiéndose 

observado un aumento en la expresión de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), 

favoreciendo también la angiogénesis en el grupo PCI y disminuyendo la apoptosis de los 

implantes.(65) 

Los antecedentes descritos anteriormente permiten dilucidar que la IIR ha sido y es 

actualmente, un tema de relevancia para la medicina y, sobre todo, en el área de los TOS. La 

experiencia acumulada, tanto a nivel experimental como clínico, muestra efectos beneficiosos 

del PCI cuando se aplica a un órgano en cuestión. Sin embargo, no se ha considerado hasta el 

momento, un tratamiento de PCI que abarque la totalidad de, al menos, los órganos 

abdominales para trasplante. Habiendo considerado la necesidad de precondicionar los órganos 

abdominales en conjunto a los fines prácticos para los procedimientos de ablación en los 

operativos de procuración de órganos sólidos para trasplante en humanos y teniendo en cuenta 

los antecedentes bibliográficos, donde se obtuvo como resultado protector un tiempo similar, 

aplicando el PCI en forma particular a cada órgano, se estableció como tiempo adecuado para 

el precondicionamiento isquémico abdominal multiorgánico (PCIAM) en la presente tesis unos 

10 minutos de isquemia sumados a 10 minutos de reperfusión.  
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Objetivos de la Tesis 

General: 

- Evaluar los efectos del precondicionamiento isquémico abdominal multiorgánico 

(PCIAM), como estrategia para reducir el daño por isquemia-reperfusión en roedores. 

 

Específicos: 

- Determinar la factibilidad de un protocolo de PCIAM en ratas. 

- Establecer si el PCIAM atenúa el daño ocasionado por la injuria por isquemia-

reperfusión en hígado, intestino delgado, riñón y útero en diferentes modelos 

experimentales en ratas. 

- Desarrollar la técnica de Bishop Koop (BK) en ratas. 

- Evaluar la aplicación de la técnica de BK al estudio de patologías de intestino delgado y 

grueso en ratas.  

 

 

 

Hipótesis: 

1. El PCIAM disminuye la IIR ante episodios de isquemia prolongada en el tejido hepático, 

intestinal, renal y uterino en ratas. 

2. La técnica de BK es aplicable a las ratas. 

3. La técnica de BK es útil para el estudio de patologías intestinales en ratas. 

4. La técnica de BK permite reducir el número de ratas necesarias para la investigación de 

patologías intestinales. 
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Procedimientos quirúrgicos 

En el transcurso de esta sección del manuscrito se describirán en detalle los procedimientos 

quirúrgicos experimentales de IIR en diferentes órganos, PCIAM, trasplante renal y BK utilizados 

para el desarrollo de la presente tesis doctoral. 

Todos los procedimientos quirúrgicos se realizaron utilizando anestesia inhalatoria (Isoflurano 

al 5% para su inducción y al 2% para su mantenimiento). Como analgésico se administró 

Lidocaína y Tramadol (10 mg/Kg) este último cada 12 horas, Ceftriaxona (65 mg/Kg) como 

profilaxis y antibioticoterapia cada 24 horas. También se aplicaron 5 ml de solución fisiológica 

por vía subcutánea. Y previo al clampeo vascular se administró Heparina 50 UI intraperitoneal. 

Se empleó una manta térmica durante todo el procedimiento, a fin de controlar la temperatura 

corporal del animal. 

Los protocolos de estudio fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso 

de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad 

Nacional de La Plata (Números de Protocolo: T05-02-2016; P01-03-2021). Ajustándose los 

mismos a las normas éticas de tratamiento humanitario locales e internacionales que deben 

aplicarse a los animales vertebrados que se utilizan en investigación biomédica. 

 

Precondicionamiento isquémico abdominal multiorgánico (PCIAM) 

Se realiza una incisión mediana xifopubiana a través de la piel y la línea alba, se colocan 

separadores a ambos lados de la pared abdominal y se lateraliza el intestino delgado. Con 

maniobras romas, utilizando hisopos, se diseca la aorta abdominal en su porción más proximal 

identificando a este nivel el origen del tronco celíaco. Localizado el mismo, se diseca por encima 

de este la cara posterior de la aorta abdominal, empleando una pinza delicada. Espacio en el 

cual se progresa luego el clamp vascular.  

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imágenes 1 y 2: Anatomía vascular abdominal en ratas y procedimiento de PCIAM. 1. Origen del tronco 

celíaco (CT) en arteria aorta abdominal (AA). 2. Clampeo de AA por encima del CT. PV: vena porta, SV:
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vena esplénica, RA: arteria renal, VC: vena cava, D: duodeno, SMV: vena mesentérica superior, SMA: 

arteria mesentérica superior, L: hígado, HA: arteria hepática. 

 

Clampeo de pedículo en hígado 

Se realiza una incisión xifopubiana y se colocan separadores a ambos lados de la pared 

abdominal. Se separan las asas de intestino delgado y se diseca con maniobras romas con el uso 

de hisopos la vena porta y arteria hepática. Esta última se localiza paralela a la arteria aorta 

abdominal próxima al nacimiento del tronco celíaco. Se emplean dos clamps vasculares para el 

clampeo de la vena porta y arteria hepática en simultáneo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

Imágenes 3 y 4: 3. Disección del pedículo hepático. 4. Clampeo del pedículo hepático.  

 

 

Clampeo de pedículo en intestino delgado 

Abierta la cavidad abdominal, se lateraliza el intestino delgado hacia la izquierda del animal y se 

diseca con maniobras romas la aorta abdominal en el origen de dicho pedículo, localizando la 

arteria mesentérica superior (AMS). Por lo general esta no requiere gran disección. Se clampea 

la misma con un clamp vascular.  
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Imágenes 5 y 6: 5. Disección de arteria mesentérica superior. 6. Clampeo de arteria mesentérica superior. 

 

 

Clampeo de pedículo en riñones 

Se aborda la cavidad abdominal, y se movilizan las asas de intestino delgado hacia la izquierda 

del animal. Con hisopos se emplean maniobras romas para identificar y disecar el pedículo renal 

derecho. Se completa la disección de la cara posterior de la arteria con una pinza delicada. Una 

vez completo, se llevan las asas delgadas hacia la derecha y se repite el procedimiento para el 

pedículo renal izquierdo. Se emplean dos clamps vasculares para el clampeo de las arterias 

renales izquierda y derecha en simultáneo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Imágenes 7 y 8: 7. Disección de pedículo renal derecho. 8. Clampeo de pedículo renal derecho. 

 

 Clampeo de pedículo en cuerno uterino derecho 

Una vez abordada la cavidad abdominal por una incisión mediana, se desplazan las asas 

intestinales hacia la izquierda del animal. Se identifica el cuerno uterino derecho en su unión 

con el ovario homolateral. A su vez se diseca la arteria ilíaca derecha inmediatamente proximal 

a su nacimiento y se colocan clamps en dichos sitios en forma simultánea.  
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Imágenes 9 y 10: 9. Cuerno uterino derecho. 10. Clampeo simultáneo de la unión del cuerno uterino 

derecho con el ovario, y de la artería ilíaca homolateral. 

 

 

 Trasplante Renal 

 

Cirugía del donante - Extracción renal 

 

Se inicia con una laparotomía mediana con extensión hacia el flanco izquierdo (Imagen 11). Se 

diseca la AA hacia proximal y distal del pedículo renal izquierdo. Se identifican vasos adrenales 

y se coagulan, luego se realiza una disección digital del reborde renal levantándose el mismo. Se 

diseca y repara el uréter con una ligadura (Imagen 13). Se identifican y coagulan los vasos 

gonadales homolaterales y los vasos lumbares. Se separan AO y vena cava (VC) entre sí, ligando 

y seccionando entre ambas los vasos gonadales contralaterales. Posteriormente se colocan 

cuatro reparos en AO y VC tanto hacia proximal como distal al pedículo renal (Imagen 12). Se 

administran 50 UI de heparina intraperitoneal y se ligan AO proximal, AO distal y VC distal en 

dicho orden. Se realiza el lavado del órgano con solución de Ringer Lactato a 4ºC por arterio-

punción hasta que el órgano se torne de tono pálido homogéneo. Se anuda la cuarta ligadura en 

VC proximal, se secciona la vena renal y se completa el lavado. Por último, se seccionan AO 

proximal, AO distal, y uréter.(66–71) 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     

 

 

 

 

 

 
Imágenes 11; 12; y 13: 11. Anatomía renal izquierda posterior a laparotomía inmediata. 12. Reparos con 

ligaduras de AO y VC. 13. Riñón izquierdo al momento de la extracción con ligadura de reparo en uréter.  
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Para la curva de aprendizaje se realizó el procedimiento en 5 ratas Sprague Dawley machos. Se 

registró el tiempo quirúrgico desde su 

inició hasta la finalización del mismo, y se 

asignó un valor de 1 a 10 para el estado 

macroscópico del órgano posterior al 

lavado (Tabla 1). 

 

Resultados: En los 5 casos se completó la 

extracción del riñón luego del lavado con 

solución fría. La principal complicación 

fue el lavado insuficiente de la corteza 

renal, este debido a la falta de 

coagulación de algún vaso lumbar. El 

valor asignado al aspecto macroscópico 

presentó una  7,6 ± 1,14, con una moda 

de 8. 

 

 
Tabla 1: Curva de aprendizaje en 5 casos de 

extracción renal identificando el tiempo 

quirúrgico y el valor del aspecto macroscópico del riñón extraído en cada caso. 

 

 

 Cirugía del receptor – Trasplante renal heterotópico aislado 

 

Inicia con una laparotomía mediana y la extracción de ambos riñones nativos. El injerto se 

implanta por medio de una anastomosis termino lateral con nylon monofilamento 9-0 entre la 

vena renal del injerto y la VC del receptor, así como entre la AO del injerto y la AO del receptor. 

Al liberar los clamps se evalúa la calidad de la sutura por medio de la coloración del injerto y una 

correcta hemostasia. Se finaliza con una anastomosis término lateral uretero-ureteral con nylon 

monofilamento 10-0.(66–71)  

 

 

Técnica de Bishop Koop (BK)  

 

 

Introducción: Considerado de vital importancia en el plano científico experimental el término de 

“las tres R´s de la técnica humana” formulado por los ingleses Russell y Burch en The Principle 

of Humane Experimental Technique. Este hace referencia a la idea de reemplazar, reducir y 

refinar. Donde reemplazar se refiere a la sustitución de animales conscientemente superiores 

por el uso de materiales insensibles, reducir implica la disminución en el número de animales 

empleados para obtener información de cierta cantidad y precisión, y el refinamiento 

consistente en la disminución de la incidencia o gravedad de los procedimientos inhumanos 

aplicados a los animales que aún deban utilizarse.(72) Se decidió llevar adelante un protocolo 

experimental en ratas a partir del cual por medio del empleo de una técnica quirúrgica probada 

en humanos(73–81) fuese posible obtener como resultado el uso de un menor número de 

animales, a fin de recabar los datos suficientes que respondan a la investigación en cuestión y 

Riñón Tiempo  Fotos Valor 

1 50´ 

  

7/10 

2 45´ 

 

 

8/10 

3 43´ 

  

8/10 

4 39´ 

 

 

6/10 

5 35´ 

  

9/10 
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que por medio de la maximización de la información obtenida en un animal se pudiese entonces 

disminuir o limitar potencialmente el uso de estos, sin comprometer su bienestar. 

 

La técnica quirúrgica de BK (82) se trata de una derivación intestinal empleada actualmente en la 

actividad clínico-quirúrgica especialmente en pacientes pediátricos con antecedente de íleo 

meconial (78,83,84) y síndrome de intestino corto.(74,76) Esta técnica consiste en la confección de un 

ostoma a nivel del intestino delgado manteniendo funcional el tránsito intestinal. 

 

Objetivo: Aplicar la técnica quirúrgica de derivación intestinal descripta por Bishop y Koop 

empleando un protocolo de modelo experimental con el fin de evaluar su aplicabilidad en ratas.   

Teniendo presente la utilidad de este método para el estudio de los efectos de la IIR en intestino 

delgado y de otras patologías. 

 

Materiales y Métodos: Se emplearon 10 ratas Sprague-Dawley (peso 379,3 ± 37 gr). Los animales 

fueron divididos en dos grupos, en el primero se empleó la técnica aplicada a intestino delgado 

(ID) n=5 y en el segundo sobre intestino grueso (IG) n=5.  

Se llevó a cabo un monitoreo clínico diario posterior al acto quirúrgico que incluyó pesaje de 

cada animal y evaluación de signos de dolor o disconfort. Entre los signos que se tuvieron en 

cuenta en cada evaluación se incluyeron la presencia o ausencia de piloerección, el cambio en 

la coloración de mucosas, la presencia de deshidratación, secreción ocular, presencia de diuresis 

y catarsis, corroborando en esta última las características de la misma. Se exploró a su vez la 

vitalidad de la ostomía y cicatriz, como así también el estado del abdomen por medio de la 

palpación. De este modo se adjudicó un valor a cada ítem estableciendo un score. 

El procedimiento comparte las mismas características en lo relacionado al tipo de anestesia, 

analgesia y tratamiento antibiótico utilizados en los protocolos quirúrgicos previos. Se 

proporcionó agua y alimento a demanda previo al acto quirúrgico. En el posoperatorio 

inmediato, dieta blanda (gelatina), la cual se continuó durante 48 horas, y a partir del segundo 

día se retomó la dieta habitual. 

Técnica quirúrgica: Luego de logrado el plano anestésico se aborda el abdomen por medio de 

una incisión xifopubiana para lo cual se emplea tijera, 

incidiendo piel y línea alba por separado. Se realiza una rápida 

semiología de la cavidad abdominal y se identifican las asas de 

intestino delgado. Luego de coagular los vasos mesentéricos 

del área en cuestión, se realiza una sección completa del asa 

delgada a unos 15 cm de la válvula íleo-cecal. El asa proximal 

se anastomosa a la distal por medio de una anastomosis 

termino-lateral. Mientras que el cabo distal es abocado a la 

pared abdominal por medio de la confección de una ostomía. 

La enteroanastomosis se realiza con una sutura transparietal 

continua de polipropileno 7-0 (Imagen 16, y Gráfico 1C). La 

ileostomía (Imagen 14) se confecciona con puntos cardinales 

simples del mismo tipo de sutura que incluyen piel, 

aponeurosis y todas las capas de la pared intestinal.       Imagen 14: Ileostomía 
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El procedimiento en intestino grueso comparte los mismos pasos iniciales. Se movilizan las asas 

delgadas hacia la derecha del animal y se localiza el colon descendente. Se incide sobre la fascia 

del mismo en todo su trayecto desde el recto hasta unos centímetros sobrepasando el ángulo 

esplénico a fin de lograr una mejor movilización. Próximo a este ángulo se realiza la transección 

del intestino previa coagulación del meso en dicho sitio con bipolar. De estar presente, se vacía 

el contenido intestinal proximal a la incisión por compresión con un hisopo con cuidado especial 

de no verter el mismo en la cavidad. Se miden unos 5 cm aproximadamente desde el sitio de 

transección hacia distal para realizar a continuación la anastomosis colo-colónica término lateral 

con la misma técnica empleada para intestino delgado (Imagen 18, y Gráfico 1C). Para finalizar 

se cierra la pared y se confecciona la colostomía con la misma técnica y material de sutura 

empleado en intestino delgado.  

A su vez, a un grupo de animales (n=3) se les realizó la técnica de Santulli. Este procedimiento 

es similar al de BK, con la diferencia que luego de seccionar el intestino delgado el cabo proximal 

se ostomiza, y se realiza la anastomosis entero-enteral latero-teminal con el cabo distal (Imagen 

17, y Gráfico 1C).(85) 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

Imágenes 15; 16; 17; y 18: 15. Sistema digestivo normal de la rata. 16. Técnica de BK aplicada a intestino 

delgado. 17. Técnica de Santulli. 18. Técnica de BK aplicada a intestino grueso con colostomía izquierda.  

Toma de muestras: Se obtuvieron muestras de intestino de aproximadamente 1 cm de tejido 

circular desde el ostoma (asa derivada). Los tiempos de muestreo fueron primero a los 7 días 

del posoperatorio y un segundo muestreo al momento del sacrificio a los 14 días del mismo. 

Las muestras de intestino delgado se analizaron con el índice vellosidad/cripta mediante el 

software FIJI(86) y el score de Park/Chiu(36,37) (score: 0, mucosa normal; 1, espacio subepitelial en 

la punta de la vellosidad; 2, espacio subepitelial extendido a toda la vellosidad; 3, erosión de 

eritrocitos; 4, vellosidades denudadas; 5, pérdida de vellosidades; 6, infarto de criptas; 7, infarto 

mucoso; y 8, infarto transmural). Mientras que el daño histopatológico de las muestras de colon 

se determinó a través del Índice de Actividad Histopatológica (HAI).(87–89) El cual registra dos 

sistemas por separado, evaluando daño epitelial e inflamación. Al daño epitelial se le asignó un 

valor de 0 para ninguno, 1 para pérdida mínima de células caliciformes, 2 para pérdida extensa 

de células caliciformes, 3 para pérdida extensa de células caliciformes y mínima pérdida de 

criptas, y 4 puntos para pérdida extensa de criptas; el infiltrado obtuvo un score igual a 0 para 

16 17 18 15 
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ausencia de infiltrado celular, 1 para infiltrado alrededor de la base de las criptas, 2 para 

infiltrado en la muscular de la mucosa, 3 para infiltrado extenso en la muscular de la mucosa con 

edema, y 4 puntos para el infiltrado en submucosa. Las muestras fueron evaluadas a doble ciego 

y el HAI se calculó como la suma del score de daño epitelial y el de infiltrado, se obtiene de este 

modo un rango entre 0 y 8 puntos para muestras sin afectación hasta una colitis severa.   

 

Análisis estadístico 

El estudio comparativo entre los grupos se realizó utilizando métodos no paramétricos. Un 

análisis estadístico de varianza utilizando el Test de Kruskal-Wallis corregido por el Test de Dunn 

de comparación múltiple; o Test de Student seguido por Test de Mann-Whitney, como en el caso 

del análisis del score de Park/Chiu. Los resultados se expresaron como media o mediana según 

correspondiese y su respectivo desvío standard. Las diferencias entre las mismas fueron 

consideradas estadísticamente significativas cuando P<0.05. Estos datos fueron evaluados 

empleando el software de GraphPad (versión 8.0; San Diego, CA, USA). 

 

Resultados: El porcentaje de supervivencia fue del 100%. El máximo descenso de peso se 

observó aproximadamente a los diez días del posoperatorio (  10,6% ± 3,9 para el grupo ID;  

11,17% ± 1,47 para el grupo IG). Luego de lo cual comienzan a ganar peso, produciéndose un 

ascenso en la curva al momento del sacrificio. Los animales sujetos a la técnica de Santulli 

presentaron un descenso considerable del peso corporal, valores suficientes para aplicar el 

criterio de endpoint (Gráfico 1A). No se observaron complicaciones asociadas al método, 

habiéndose obtenido un score clínico igual a cero en todos los casos de BK (n=10) en los primeros 

días posoperatorios (POP). Se observó moderada piloerección durante las primeras 48 horas 

luego de la cirugía de BK con una excelente recuperación hacia el tercer día POP. No así, en el 

caso de Santulli, ya que dicho score empeora considerablemente los primeros días del POP 

(Gráfico 1B). Estas ratas presentaron moderada piloerección, moderada secreción ocular, 

moderada letargia, postura antálgica, y excesiva pérdida de contenido intestinal por la ostomía; 

lo cual sumado al descenso del 20% del peso nos instó a considerar el criterio de enpoint 

humanitario como fue mencionado. El análisis histopatológico de intestino delgado no demostró 

cambios en la relación vellosidad/cripta(90) (Gráfico 2B) lo cual sugiere la ausencia de alteraciones 

mayores en cuanto a la morfología. Lo mismo se evidencia al analizar el score de Park/Chiu, el 

cual presentó un valor promedio igual a 1 con un valor máximo de 3 en su escala tanto en la 

porción del asa derivada, como también en la proximal y distal a la anastomosis (Gráfico 2C). 

Grados compatibles con lesiones de tipo reversibles. Las muestras de intestino grueso 

demostraron alteraciones del epitelio y un aumento en la infiltración linfocitaria, esto puede 

estar relacionado al cambio en las condiciones aeróbicas en el lumen colónico, pudiendo 

potencialmente modificar la microbiota (Gráfico 3).  
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Gráfico 1: A. Porcentaje de variación del peso corporal durante los días del posoperatorio (POP) en los 

grupos de BK en intestino grueso (IG) e intestino delgado (ID), así como en Santulli. B. Score clínico en los 

tres grupos de estudio durante el POP. C. Representación esquemática de BK-IG (naranja), BK-ID (azul), y 

Santulli (verde). 

 

 
Gráfico 2: A. Zonas de muestreo en intestino delgado en BK, incluye asa proximal (AP), asa derivada (AD), 

y asa distal (Distal) en relación a la entero-anastomosis. B. Relación vellosidad/cripta (V/C) en AD al 7º día 

y al 14º día posoperatorio en AD, AP y Distal. C. Score de Park/Chiu en mismas muestras. 
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Imagen 19: Scores de Park/Chiu 0, 1 (edema subepitelial en punta de vellosidades), y 5 (pérdida 

de vellosidades) en muestras histopatológicas de intestino delgado en imágenes I, II, y III 

respectivamente. (H-E, Obj. 20x) 

 

Imagen 20: Diferentes grados de HAI observados (pérdidas de criptas) en las muestras 

histopatológicas de colon. (H-E, Obj. 10x) 

Conclusiones: La técnica quirúrgica de BK empleada ampliamente en la práctica clínica pediátrica 

como opción terapéutica en casos seleccionados, es factible de ser realizada en roedores tanto 

en intestino delgado, así como en intestino grueso. Mediante la misma se conserva el tránsito 

intestinal que hace posible la obtención seriada de múltiples biopsias del órgano en un mismo 

animal por medio de un procedimiento sencillo y con el franco beneficio de prolongar la 

supervivencia del roedor en estudio. El modelo desarrollado puede ser de utilidad para el 

estudio de patologías inflamatorias del tracto gastrointestinal con la ventaja de permitir la toma 

de muestras y/o administración, en forma directa, de tratamientos a nivel intraluminal. En 

relación a la técnica de Santulli, se debe considerar la excesiva pérdida de contenido entérico a 

Gráfico 3: Índice de actividad histopatológica (HAI) en biopsias de 

colon de asa derivada (AD); asa proximal (AP), y asa distal (Distal) 

a la anastomosis colo-colónica al 7º y 14º día del posoperatorio 

(POP). 
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través de la ostomía lo cual repercute considerablemente en un deterioro clínico de los 

animales. 

 

Aplicación del modelo de BK 

BK para el estudio de la IIR intestinal 

 

 

Objetivo: A partir de los resultados alentadores de la experiencia anterior y habiendo 

corroborado la aplicabilidad del empleo de la técnica de BK en ratas, se decide implementar un 

protocolo de IIR focalizado al asa intestinal delgada derivada. Teniendo en cuenta la utilidad del 

modelo para la obtención de biopsias seriadas intestinales del órgano sometido a isquemia para 

su análisis posterior, siendo esto imposible de llevarse a cabo en otros modelos de investigación, 

requiriendo sacrificar al animal al momento del muestreo y necesitando una mayor n para la 

obtención del mismo número de muestras a distintos tiempos. Se intenta de este modo reducir 

el número de animales necesarios a fin de obtener un muestreo seriado múltiple de biopsias 

intestinales en un mismo roedor. De los estudios experimentales focalizados en patología de 

intestino delgado la IIR es un modelo de interés en la actualidad.(91–100) 

Materiales y métodos: Se emplearon ratas Wistar hembras (peso 221 ± 13 gr). A las mismas se 

les proporcionó agua y alimento a demanda previo al acto quirúrgico. La anestesia inhalatoria y 

analgesia fueron las mismas aplicadas al modelo experimental previo. Todas las ratas recibieron 

heparina 50 UI intraperitoneal previo y posterior al clampeo vascular. La temperatura corporal 

fue controlada por medio de una manta térmica. Se estableció un grupo BK+IIR (n=5) al cual se 

le realizó la técnica de BK con clampeo selectivo del asa intestinal derivada, que consistió en 

unos 60 minutos de isquemia seguidos de reperfusión. Un segundo grupo de BK+PCIAM (n=3) 

consistió en aplicarles el protocolo de PCIAM (10 minutos de isquemia y 10 minutos de 

reperfusión) previo a la isquemia de 60 minutos selectiva del asa derivada intestinal. Se 

incluyeron como grupos control, el grupo BK (n=5) al cual se le realizó la técnica de BK sin 

isquemia ni precondicionamiento; y el grupo OAMS (n=20) que incluye solo isquemia por 

oclusión de la AMS durante 60 minutos y reperfusión con muestreo posterior. 

 

Se obtuvieron muestras seriadas del asa derivada en los grupos BK; BK+IIR; y BK+PCIAM de 

aproximadamente 1 cm de intestino: T0 (al inicio), T1 (30 minutos post-reperfusión), T2 (a los 

60 minutos), y T3 (a las 24 horas). (Gráfico 4) En el grupo OAMS las muestras se obtuvieron del 

íleon aproximadamente a unos 15 cm de la unión íleo-cecal. Se realizó un análisis 

histopatológico con el objetivo de establecer el grado de daño por isquemia reperfusión a partir 

del score de Park/Chiu, siendo necesario un animal por tiempo de muestreo en este grupo. A fin 

de evaluar la capacidad absortiva del asa derivada, al cumplirse una semana del posoperatorio 

se realizó una prueba de absorción de glucosa. Para la misma se utilizó una solución concentrada 

de glucosa (2 gr/kg) diluida en solución salina la cual se administró por la ostomía del asa 

derivada (Imagen 21). El grupo OAMS recibió la solución de glucosa intraluminal. Se 

establecieron valores de glucemia empleando un medidor de glucemia Accu-Chek (Roche) 

inmediatamente previo a su administración (basal), a los 15 y a los 30 minutos posteriores. Las 

gotas de sangre se obtuvieron por medio de punción de la cola del animal.(101) 
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Gráfico 4: Tiempos de muestreo de biopsias intestinales, en grupos de BK+IIR (A) y BK+PCIAM (B). 

 

Se estableció como tiempo de isquemia 60 minutos, ya que según la bibliografía es un tiempo 

suficiente para generar un daño por isquemia reperfusión evidenciable por medio de la 

histopatología.(102,103)   

 

Los animales fueron evaluados con el mismo seguimiento clínico de la experiencia previa 

identificando posibles signos de malestar o disconfort, realizándose pesaje diario y valorando 

posibles complicaciones identificables en el posoperatorio inmediato y alejado. 

 
Imagen 21: Administración de glucosa a través de 

ileostomía para realizar prueba de absorción.  

 

 

Procedimiento quirúrgico de BK+IIR: Se inicia el 

abordaje abdominal del mismo modo descripto 

en la técnica quirúrgica previa. Se miden 25 cm 

hacia proximal desde la unión íleo-cecal y a dicho 

nivel se coagulan selectivamente los vasos del 

meso para luego realizarse una transección del 

asa intestinal (Imagen 23). Se vacía el contenido 

intestinal próximo al extremo del cabo proximal por medio de su desplazamiento por 

compresión externa con un hisopo y empleando una gasa para no contaminar la cavidad 

abdominal. Se mide desde el borde del cabo distal 15 cm con el fin de identificar el sitio donde 

se realizará la anastomosis íleo-ileal término-lateral a nivel del borde antimesentérico intestinal. 

De este modo se obtiene suficiente longitud de asa derivada necesaria para la obtención de 

múltiples muestras a futuro. Se realiza la anastomosis descripta con la misma técnica 

desarrollada en el modelo experimental de BK. Se localizan las arcadas vasculares que 

proporcionan irrigación a los 15 cm de asa derivada y previa administración de 50 UI de heparina 

intraperitoneal se clampea en forma selectiva dichos vasos por medio de un clamp vascular, 

también se clampea el asa intestinal a 15 cm del cabo distal, lugar donde comienza el asa 

derivada (Imagen 24). De este modo nos aseguramos la isquemia completa del asa derivada en 

forma uniforme corroborado mediante el cambio en la coloración de la misma de rosado a 

grisáceo. Se mantiene la isquemia durante 60 minutos luego de los cuales se procede al 

desclampeo y se objetiva el restablecimiento del flujo por medio del retorno a la coloración 

A 

B 

30´ 60´ T0 

Isquemia 60 min 

1 día 

Reperfusión 
BK 

Biopsias: 

T0 1 día 60´ 30´ 

10´ + 10´ Isquemia 60 min 

Reperfusión PCIAM BK 
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rosada del asa previamente isquémica. Al momento de la reperfusión (Imagen 25) se administra 

una segunda dosis de heparina intraperitoneal. Se confecciona la ostomía en hemiabdomen 

derecho y se cierra la pared de igual forma al modelo experimental anterior. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Imágenes 22; 23; 24; y 25: Paso a paso del procedimiento quirúrgico de IIR mediante clampeo del asa 

derivada de intestino delgado. 22. Aspecto macroscópico normal de asas de intestino delgado de la rata. 

23. Sección intestinal aproximadamente a 25 cm de la válvula ileocecal para crear el asa derivada. 24. 

Clampeo de asa derivada a nivel del mesenterio y la luz intestinal al inicio del asa derivada. 25. Reperfusión 

inmediata del asa derivada luego de 60 minutos de isquemia.  

 

 

Biopsia intestinal: El ostoma es fijado a la pared a partir de ocho puntos cardinales 

transparietales de sutura de polipropileno 7-0. Al momento de realizarse el muestreo, una vez 

anestesiado el animal, se liberan los puntos de sujeción con tijera, se tracciona con maniobra 

delicada del cabo intestinal teniendo especial cuidado de evitar las lesiones del meso que 

pudiesen producir algún sangrado. Se descarta el borde suturado y se mide a partir de este 

aproximadamente 1 cm de intestino, luego se coagula a dicho nivel el meso para realizar la 

sección intestinal con tijera. La muestra es almacenada en un frasco con formol para su posterior 

análisis y se confecciona una nueva ostomía con la técnica ya descripta. 

 

Análisis estadístico: El análisis estadístico fue realizado siguiendo la metodología descripta 

anteriormente. 

 

Resultados: La supervivencia, el score clínico y la variación del peso corporal se asemejan a la 

experiencia de BK sin IIR del asa derivada. Los animales con BK describen una curva de descenso 

de peso hasta el octavo día posoperatorio, a partir del cual comienzan a recuperar el mismo 

expresado en un ascenso en la curva; superando el peso inicial al mes del posoperatorio (Gráfico 

5). Del análisis histopatológico se desprende un índice de Park/Chiu basal previo a la IIR del asa 

derivada ≤ 1 que alcanza un máximo  = 4 ± 0,5 a los 30 y 60 minutos post IIR, con una 

disminución del daño intestinal hacia el primer día posoperatorio, que alcanza un valor mínimo 

de Park  = 1,3 ± 0,5 a las 24 horas de la cirugía en el asa derivada. Los resultados del grupo 

BK+PCIAM describen una curva similar, con un acmé a los 30 y 60 min de score de Park  = 4,25 

± 0,5 con descenso a las 24 horas  = 0,6 ± 1,1, esta curva se repite en el grupo OAMS (Gráfico 

7). La prueba de absorción de glucosa a través del ostoma, a la semana del posoperatorio, es 

positiva.  Se produce una curva ascendente de valores de glucemia que alcanza un valor máximo 

 = 224 ± 66 mg/dl a los 30 minutos de su administración, partiendo de un basal  = 172,2 ± 49 

22 23 24 25 
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mg/dl en el grupo BK+IIR. No se observan diferencias significativas entre los distintos grupos 

(Gráfico 6). 

 

 

 

 

                       
 

 

 

 

 

 

 

 

Gráficos 5 y 6: 5. Curva de porcentaje de variación del peso corporal durante el primer mes posoperatorio. 

6. Prueba de absorción de glucosa en asa derivada a través de ostomía (BK; BK+IIR) e intraluminal (OAMS).  

 

 

 

Gráfico 7: Diferentes grados de score de Park/Chiu en muestras de intestino delgado en los distintos 

grupos: BK, BK+IIR, BK+PCIAM, y OAMS (oclusión de AMS). 

 

 

Conclusiones: El modelo de BK es útil para el estudio de la IIR en intestino delgado. Permite la 

reducción de un 75% en el uso de animales ya que es posible, como se demostró en este caso, 

tomar cuatro muestras de un solo animal a diferencia del modelo clásico (OAMS) en el que se 

requiere un animal por tiempo de muestreo (n=4 en este caso vs. 1) (Imagen 26). Es de utilidad 

no sólo en la toma de múltiples biopsias de intestino, sino también en la administración de 

tratamientos intraluminales a través de la ostomía. No se producen alteraciones significativas 

en el score clínico ni en la supervivencia del animal. A su vez, al incluir un grupo de BK sin IIR se 

pudo observar el impacto de la técnica en sí misma sobre el intestino delgado, dando resultados 

compatibles con una ausencia de cambios significativos a nivel del mismo. Se observó en 

relación con la absorción de glucosa al comparar la técnica de BK con el modelo clásico, 

administrando la misma por la ostomía, una absorción adecuada en ambos casos. 
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Imagen 26: Esquema que ejemplifica la reducción en el uso de animales mediante la aplicación de la 

técnica de BK al requerir múltiples muestras seriadas de intestino. Reducción del 75% al realizar 4 

muestras seriadas en BK con IIR (n=1) en comparación con el mismo número de muestras en OAMS (n=4). 

 

 

BK en un modelo de colitis inducido por TNBS  

 

 

Objetivo: Se emplea la técnica de BK aplicada a intestino grueso para el estudio de un modelo 
de colitis inducida por TNBS (ácido sulfónico 2,4,6-trinitrobenceno). Este es un modelo 
experimental de interés de investigación en la actualidad entre las patología de intestino grueso 
utilizado por múltiples autores y grupos de investigación.(104–111) 
 
Materiales y métodos: Se constituyeron tres grupos compuestos por ratas Sprague-Dawley 

hembras (peso 190 ± 2,6 gr). A las cuales se les realizó la técnica de BK en la porción distal del 

intestino grueso. En el primer grupo (n=3) una vez confeccionada la ostomía se administró por 

la misma una solución de 200 µl de TNBS al 2,5%, diluida en 50% de etanol, por medio de un 

Abbocath G24 de teflón. Como grupo control (n=3), luego de realizarse la misma técnica 

quirúrgica se administró por la ostomía 200 µl de una solución de 50% de etanol (vehículo). El 

tercer grupo (Sham n=3) consistió en animales a los que se les administró solución de PBS a 

través de la ostomía confeccionada por técnica de BK. 

La anestesia y analgesia empleadas comparten las características de los procedimientos previos. 

Así como la dieta y el monitoreo clínico, con especial interés en identificar la presencia de 

secreción anal u ostomal.  

Se realizó un muestreo del asa derivada al momento de la confección de la anastomosis (T0), y 

luego a través de la ostomía a las 24 horas (T24), a las 48 horas (T48), y al sacrificar al animal 

(séptimo día POP) muestreando entonces tanto el asa derivada, así como el asa proximal y distal 

a la entero-anastomosis. 

30´ 

0´ 

60´ 

1 día 

60´ 
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Las biopsias intestinales se tiñeron con H-E para su análisis histopatológico. Se estableció un 

score de las mismas por medio del HAI. El análisis estadístico fue realizado de la misma forma 

en que fue descripto anteriormente. 

 

Resultados: Los animales que recibieron TNBS a través de la ostomía muestran un daño más 

significativo en el score de HAI que las muestras de los grupos vehículo y sham (sham 1,9 ± 1,10; 

vehículo 2,87 ± 1,12; TNBS 5,55 ± 2,24) indicando que este procedimiento quirúrgico puede ser 

utilizado para disminuir en al menos tres veces el número de animales necesario para el estudio 

de la colitis (Gráficos 8-10).  

 

Gráficos 8 y 9: 8. HAI en asa 

derivada al momento de la 

anastomosis intestinal (T0), a 

las 24 horas (T24), y 48 horas 

(T48) posterior a la 

administración de TNBS a 

través del ostoma. 9. HAI en 

asa proximal (AP), y asa distal 

(AD) a la anastomosis 

intestinal, así como en el asa derivada (Derivada) al séptimo día del POP en mismo grupo de estudio. 

 

Gráfico 10 Diferentes grados 

de HAI en muestras 

histopatológicas de intestino 

grueso teñidas con H-E en 

animales tratados con PBS 

(Sham), 50% de etanol 

(vehículo) o 3% de TNBS en 

50% de etanol (TNBS) con 

muestras obtenidas a través 

del ostoma en los tiempos 

indicados (0, 24, o 48 horas).  

 

 

Conclusiones: 

La técnica de BK es aplicable a intestino grueso para el estudio de protocolos con administración 

de fármacos intraluminales y su análisis histopatológico por medio de biopsias seriadas a través 

de la ostomía. De este modo, similar a intestino delgado, es posible la obtención de múltiples 

biopsias de intestino. Este modelo permite el estudio de patologías inflamatorias del colon en 

forma localizada, evitando un grado de afectación intestinal y sistémico mayor. Por lo tanto, la 

técnica de BK significa una reducción y refinamiento en el uso de animales de laboratorio. La 

reducción en el uso de animales en este caso fue de un 66,6%. 
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Diseños experimentales con PCIAM 

 

PCIAM 

 

Introducción: Con el objetivo de establecer la viabilidad del PCIAM se realiza en un primer 

momento un protocolo de isquemia multiorgánico durante un breve período de tiempo a fin de 

evaluar la supervivencia del animal de experimentación. 

Materiales y métodos: Se emplearon para esta experiencia cinco ratas Sprague Dawley, de las 

cuales en cuatro de ellas se aplicó PCIAM, y una de ellas pertenece al grupo de control CT. Una 

vez anestesiadas se realizó protocolo de PCIAM, el cual consiste en 10 minutos de clampeo de 

la arteria aorta abdominal supracelíaca (tal como se indica en las imágenes 1 y 2) seguido de 

reperfusión multiorgánica por medio del desclampeo de la misma al completar el intervalo de 

tiempo estipulado, realizándose finalmente el cierre de la cavidad abdominal. Se evaluó la 

supervivencia de los roedores llevándose a cabo controles periódicos de variables clínicas, que 

incluyeron pesaje diario y valoración de signos de disconfort tales como piloerección, 

deshidratación, cambio en la coloración de las mucosas, presencia de secreción ocular, control 

de diuresis y catarsis. También se valoraron las características inherentes a la cicatriz y palpación 

abdominal.(101) 

Resultados: La supervivencia a los siete días fue del 100%. El peso promedio al inicio fue de 318 

± 34,94 gramos, habiendo presentado un descenso del mismo equivalente a  4,56 ± 5,9 % al 

sacrificio, séptimo día (Gráficos 11 y 12). En un solo animal se observó una complicación que 

consistió en un absceso de la pared abdominal, el cual se relaciona con la administración de 

medicación subcutánea. 

 

 

 

      

 

 

 

 

Gráficos 11 y 12: Variación del peso corporal durante la primera semana del posoperatorio. 

 

Conclusión: El protocolo de PCIAM es factible de aplicarse para el ensayo en ratas, afectando 

principalmente el peso corporal de las mismas con un leve descenso sólo durante los primeros 

días posoperatorios entre los distintos parámetros de seguimiento clínico evaluados, no 

generando un impacto negativo en la supervivencia del animal.
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PCIAM asociado a IIR en hígado, intestino delgado, riñón, y útero 

 

Introducción: A partir de la experiencia previa y la evidencia obtenida en lo referente a la 

viabilidad en el uso del PCIAM en ratas. Se desarrolla un diseño experimental de PCIAM que 

incluya un tiempo de isquemia prolongado de los órganos intraabdominales. Con el objetivo de 

valorar los efectos inherentes al PCIAM relacionado a la isquemia prolongada en hígado, 

intestino delgado, riñón, y útero. 

Materiales y métodos: Para el desarrollo de esta experiencia se incluyeron 58 ratas Sprague 

Dawley y Wistar (peso promedio 320 gr). Se realizaron cuatro experiencias, una para cada 

órgano analizado: hígado, intestino delgado, riñón, y útero. 

 En cada etapa se establecen dos grupos para cada órgano, uno de CT (n=6) que incluye solo 

isquemia prolongada de un órgano sin preacondicionamiento, y uno de PCIAM (n=6). El tiempo 

de PCIAM se mantuvo en 10 minutos de preacondicionamiento asociado a 10 minutos 

posteriores de reperfusión multiorgánica. Se inició luego de esta el período de isquemia 

prolongada mediante el clampeo de la vasculatura que nutre a cada órgano. Arteria hepática y 

vena porta (hígado), arteria mesentérica superior (intestino delgado), ambas arterias renales 

(riñón), y arteria ilíaca homolateral junto con la unión entre cuerno uterino y ovario (cuerno 

uterino derecho) durante un período de 40 minutos de isquemia en cada caso seguido de 24 

horas de reperfusión para hígado y riñón, y 1 hora de reperfusión para intestino delgado. En el 

caso del cuerno uterino (n=4 en cada grupo) la isquemia consistió en 30 minutos seguido de 1 

hora de reperfusión, momento en que se lleva a cabo el muestreo. En relación al hígado, se 

evaluó además por medio de dos grupos CT (n=5) y PCIAM (n=5) los resultados con 1 hora de 

reperfusión del mismo, tomando muestras de ratas basales (n=4) para su comparación 

(Imágenes 27; 28; 29; y 30). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Imagen 27: Esquema de grupos CT y PCIAM en modelo de IIR de hígado. 

 

40´ isquemia + 1 hr o 24 hs. 

reperfusión de vena porta y art. 

hepática 

40´ isquemia + 1 hr o 24 hs. reperfusión de 

vena porta y art. hepática 

PCIAM 

10´ isquemia + 10´ reperfusión 

de AO supra celíaca 

Grupo CT: 

n=6 

Grupo PCIAM: 

n=6 
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Imagen 28: Esquema de grupos CT y PCIAM en modelo de IIR de intestino delgado. 

 

 

 

Imagen 29: Esquema de grupos CT y PCIAM en modelo de IIR renal. 
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Imagen 30: Esquema de grupos CT y PCIAM en modelo de IIR de útero en rata. 

 

 

 

 

Muestreo: El protocolo incluyó estudio del plasma para la determinación de fosfatasa alcalina 

(FAL) más transaminasas (TGO, TGP), lactato deshidrogenasa (LDH), y urea más creatinina para 

los grupos hepático, intestinal y renal respectivamente. Junto con muestras de tejido de cada 

órgano en cuestión. En el grupo hepático se obtuvieron muestras del lóbulo hepático derecho e 

intestino delgado (este último para evaluar daño remoto); en el grupo intestinal se tomaron 

biopsias de intestino delgado y pulmón (evaluación de daño remoto), en el grupo renal se realizó 

biopsia del riñón izquierdo en cada caso, y en el grupo de útero se tomaron muestras del cuerno 

uterino derecho. El daño ocasionado por la IR fue cuantificado mediante escala de Liu (hígado), 

score de Park/Chiu (intestino delgado), escala de Banff (riñón), y score de Sağsöz y col.(112) 

(cuerno uterino). Las muestras de tejido se fijaron en formol al 10% durante aproximadamente 

48 horas, luego se deshidrataron con alcohol al 70% y se tiñeron con H-E para su análisis 

morfológico. A su vez dentro de las muestras tisulares se incluyó la determinación bioquímica 

de daño por estrés oxidativo y nitrativo en hígado, intestino delgado, y riñón. 
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Análisis histopatológico hepático – Clasificación de Liu (113) 

 
Valor  Hemorragia  Infiltración 

neutrofílica  
Necrosis 
celular  

Cambios 
eosinofílicos 
en 
hepatocitos  

Hepatocitos 
sin cohesión  

Vacuolización 
citoplasmática  

Dilatación 
sinusoidal  

0 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia 

1 Leve Leve Con picnosis Leve Moderado Leve Leve 

2 Frecuente 
perivenular 

Dispersa en 
algunos 
lóbulos 

 ---------------- Dispersa en 
algunos 
lóbulos 

Focal Dispersa en 
algunos lóbulos 

Frecuente 
perivenular 

3 Frecuente 
perivenular 
(perizonal-
mediozonal) 

Dispersa en 
mayoría de 
lóbulos 

Múltiples 
áreas 
confluentes  

Dispersa en 
la mayoría de 
los lóbulos 

Multifocal Dispersa en la 
mayoría de los 
lóbulos 

Frecuente 
perivenular 
mediozonal 

de necrosis 

4 Panlobular Extendida Severa, 
parénquima 
viable nulo 

Extendido Extendido 
(severo) 

Extendida 
(severa) 

Panlobular 

 

Análisis histopatológico intestinal – Score de Park/Chiu (36,37) 

 

Park 0: Intestino normal 

Park 1: Espacio subepitelial en la punta de la vellosidad 

Park 2: Espacio subepitelial extendido a toda la vellosidad 

Park 3: Erosión de eritrocitos 

Park 4: Vellosidades denudadas 

Park 5: Pérdida de vellosidades 

Park 6: Infarto de criptas 

Park 7: Infarto mucoso 

Park 8: Infarto transmural 

 

Análisis histopatológico renal – Clasificación de Banff (114–117) 

 

I. Ausencia de daño  = 0 puntos 

II. NTA < 5%   = 1 punto 

III. NTA 5-25%   = 2 puntos 

IV. NTA > 25%   = 3 puntos 

V. Degeneración hidrópica = 1 punto 

 

Análisis histopatológico de cuerno uterino – Score de Sağsöz y col.(112)   

Se utilizó un score definido por Sağsöz y col.(112) adaptado al tejido uterino por Atalay, YO y Sahin, 

S. Estos evalúan: el epitelio endometrial glandular (leucocitosis, degeneración celular) y cambios 

en el estroma endometrial (congestión, edema) asignando un score entre 0 y 3 según la 

severidad de afectación (0 = sin hallazgos patológicos; 1 = hallazgos patológicos en < 33% del 

tejido uterino; 2 = hallazgos patológicos en 33-66% del tejido uterino; 3 = hallazgos patológicos 

> 66% del tejido uterino).(118) 

Sahin identifica dos parámetros de valoración: las características degenerativas del tejido, y su 

grado de afectación.(119)  
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Características degenerativas: 

- Picnosis de células glandulares 

- Desprendimiento de células glandulares 

- Degeneración del epitelio endometrial 

- Leucocitosis estromal 

Grados de afectación: 

- +  Presente pero trivial 

- ++  Cambio mínimo 

- +++  Cambio moderado 

- ++++  Cambio severo 

Tabla de análisis: 

 

 

Estrés oxidativo y nitrativo 

 

Para medir la acción oxidativa y nitrativa tisular en hígado, intestino delgado y riñón se procedió 

a la homogeneización de las muestras de tejido y luego este mismo se centrifugó para eliminar 

posibles gránulos, empleándose el sobrenadante que fue dividido en alícuotas para su posterior 

medición.  

 

La determinación que se llevó a cabo fue la de proteínas totales, mediante el método de Lowry 

y cols.(120) Este es un método colorimétrico de valoración, basado en dos reacciones químicas: la 

primera es la unión de los iones de cobre de las proteínas de la muestra en condiciones alcalinas, 

los cuales forman un complejo con los enlaces peptídicos; la segunda es la reducción del reactivo 

de Folin-Ciocalteu por el complejo cobre-enlace peptídico, que da lugar a la formación de un 

compuesto coloreado, absorbible a 750 nm. Posteriormente, a través de una curva de calibrado 

realizada con albúmina sérica bovina (BSA) como patrón, y por interpolación de los valores de 

absorbancia, se obtiene la concentración de proteína de la muestra problema.  

 

El procedimiento consiste en preparar una solución madre de albúmina bovina de concentración 

igual a 0,5 mg/ml. A continuación, en tubos de ensayo se mezclan 745 µl de reactivo C con 5 µl 

de homogeneizado de la muestra de tejido (hígado, intestino delgado, o riñón de rata), y se deja 

reposar durante 15 – 20 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se añade 

el segundo reactivo (formado por 75 µl de reactivo de Folin y de agua destilada) a los tubos, se 

agitan y se incuban durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se procede a 

la lectura de las absorbancias frente al blanco en espectrofotómetro a 750 nm.(120)  

 

Análisis estadístico: El análisis estadístico fue realizado de la misma forma en que fue descripto 

anteriormente. 
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Resultados: En hígado, con una hora de reperfusión, las enzimas hepáticas en los grupos CT y 

PCIAM alcanzaron valores superiores con respecto al grupo de 24 horas de reperfusión. Se 

observaron valores estadísticamente significativos (P < .05) en TGP con relación a los basales. 

No se hallaron diferencias significativas al comparar CT y PCIAM en esta serie (Gráficos 13-15). 

Con 24 horas de reperfusión hepática, los valores séricos de enzimas hepáticas fueron similares 

en ambos grupos, con un leve aumento de la TGO en PCIAM (Gráficos 16-18). Respecto a 

intestino delgado el grupo PCIAM presentó valores elevados de LDH con relación al CT, mientras 

que en riñón los valores de urea y creatinina fueron ligeramente inferiores en el grupo tratado 

con PCIAM. Sin embargo, en ningún caso los valores reflejados fueron estadísticamente 

significativos (Gráficos 22-24). Los resultados de absorbancia en espectrofotómetro demuestran 

un mayor nivel de estrés tisular en los grupos CT tanto en hígado como en riñón; en este último 

se obtuvo un =0,82 ± 0,36 (CT) y =0,56 ± 0,21 (PCIAM) resultando estos valores comparativos 

estadísticamente significativos (p < .05). En intestino delgado no se hallaron diferencias en los 

valores de estrés oxidativo y nitrativo (Gráficos 25-27). En el análisis histopatológico realizado a 

una hora post IR se observó un score de Liu = 3 ± 1,4 en CT y = 2,8 ± 1,3 para PCIAM que 

aumenta en el grupo CT y disminuye en el grupo PCIAM al compararlo con los resultados 

obtenidos a las 24 horas post reperfusión: =7,66 ± 8,3 (CT) y =0,83 ± 0,75 (PCIAM), 

presentando en este caso significancia estadística (p < .05); en intestino delgado el grupo CT 

obtuvo un score de Park/Chiu =2 ± 2,3 mientras que el grupo PCIAM presentó un Park =1,5 ± 

1,6; en riñón el score de Banff en el grupo CT alcanzó =2 ± 1,52 con un score =1,14 ± 0,89 para 

el grupo PCIAM (Gráficos 28-30). Al valorar el grado de injuria remota estudiado en intestino 

delgado para el grupo hepático, así como en pulmón para el grupo intestinal, no se observó daño 

evidenciable en el análisis histopatológico de dichos órganos tanto en los grupos CT como en los 

grupos PCIAM. El Score de Sagsöz modificado obtenido en las muestras de útero de ambos 

grupos arrojó una mínima tendencia a la protección con PCIAM (  12,5 ± 2,38) con relación al 

CT (  13,75 ± 2,21) sin obtenerse una diferencia estadísticamente significativa (Gráfico 31). Las 

principales alteraciones en el CT incluyeron la presencia de leucocitos y abundante edema tanto 

en el epitelio de superficie, que produce zonas de descamación, como en el epitelio glandular 

asociado con edema y congestión estromal. El grupo PCIAM presenta mínima o nula presencia 

de leucocitos tanto en epitelio de revestimiento como en el glandular. Los principales hallazgos 

en este caso incluyen degeneración del epitelio de revestimiento y edema e infiltrado del 

estroma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gráficos 13; 14; y 15: Determinaciones plasmáticas de FAL, TGP, y TGO en grupos CT y PCIAM con 40 

minutos de isquemia asociado a una hora de reperfusión hepática comparados al basal. 
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Gráficos 16; 17; y 18: Determinaciones plasmáticas de FAL, TGP, y TGO en grupos CT y PCIAM con 40 

minutos de isquemia asociado a 24 horas de reperfusión hepática. 
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Gráficos 19; 20; y 21: Comparativo de determinaciones plasmáticas de FAL, TGP, y TGO en grupos 

hepáticos basales; junto a CT y PCIAM con 40 minutos de isquemia asociado a 1 o 24 horas de reperfusión 

(R). 
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Gráficos 22; 23; y 24: Resultado de determinaciones plasmáticas de lactato deshidrogenasa (LDH), urea y 

creatinina.  
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Gráficos 25; 26; y 27: Resultados de valores de absorbancia en muestras de hígado, intestino delgado, y 

riñón al momento del muestreo, medidos en espectrofotómetro a 750 nm. (* p < .05)  

 

 

 

 

 

 

Imagen 31: Dilatación sinusoidal (A, B) y leve vacuolización (C) en muestras histopatológicas de 

hígado. (H-E, Obj. 20x, 10x, 40x) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 32: Ausencia de lesión (A), edema subepitelial (B), y vellosidades denudadas (C) en 

muestras histopatológicas de intestino delgado. (H-E, Obj. 20x, 10x, 40x) 

 

 

 
 

 

 

 

 

Imagen 33: Ausencia de lesión (A), necrosis tubular focal (B), y hemorragia (C) en muestras 

histopatológicas de riñón. (H-E, Obj. 20x, 40x, 20x) 
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Imagen 34: Degeneración severa del epitelio de revestimiento y epitelio glandular con 

moderado edema y severo infiltrado estromal en muestra histopatológica de cuerno uterino. 

(H-E, Obj. 10x, 20x, 20x) 
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Gráficos 28; 29; y 30: Resultados de scores histopatológicos en muestras de tejido hepático, intestinal y 

renal respectivamente, comparando grupos CT y PCIAM en cada caso. 

 

Gráfico 31: Resultado de score de Sağsöz modificado en 

muestras de grupos CT y PCIAM de cuerno uterino.   

 

 

 

 

 

Conclusiones: El PCIAM asociado a un período de IR prolongado presenta resultados disímiles al 

comparar los marcadores sanguíneos de IIR, los valores de absorbancia, y la histopatología en 

hígado, intestino delgado y riñón. La comparación de estos tres parámetros de lesión del órgano 

en estudio nos demuestra la falta de resultados claros en cuanto a protección o daño vinculado 

al intestino delgado, un indicio de protección con el PCIAM en los resultados de absorbancia e 

histopatología relacionado al hígado, y una consistente protección del PCIAM de todos los 

parámetros estudiados a nivel renal. A pesar de no obtenerse resultados estadísticamente 

significativos en cuanto al efecto del PCIAM y su relación a la disminución de la IIR uterina, se 

observó una tendencia a la protección al analizar los cambios histopatológicos del mismo. 
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 PCIAM asociado a trasplante renal heterotópico aislado 

 

Introducción: Los resultados de las experiencias del empleo de PCIAM asociado a la isquemia 

prolongada de órganos sólidos intraabdominales ha demostrado un beneficio claro en la 

aplicación del mismo para el grupo renal. Sin embargo, en el resto de los órganos (hígado, 

intestino delgado y cuerno uterino) no se han obtenido los mismos resultados, aunque se ha 

observado que estos infieren una tendencia hacia la protección, sumado a que en ninguno de 

ellos se demostró mayor daño por el empleo de PCIAM. Por lo que se decide continuar con el 

estudio de PCIAM aplicado al trasplante de riñón.  

Objetivo: Evaluar los efectos de PCIAM asociado al trasplante heterotópico aislado de riñón en 

ratas. 

Materiales y métodos: Se emplearon 6 ratas Sprague Dawley machos (peso 283 ± 37 gr). Estas 

fueron divididas en dos grupos, uno CT (n=3) a las que se les realizó el trasplante renal 

heterotópico aislado sin tratamiento y otro grupo PCIAM (n=3) que incluyó el 

precondicionamiento multiorgánico aplicado al donante (10 minutos de isquemia seguidos de 

10 minutos de reperfusión) previo a la extracción del riñón izquierdo, el cual luego fue 

implantado en el animal receptor del mismo modo que en el grupo control. A los animales 

receptores se les realiza la nefrectomía bilateral previa al trasplante renal. 

Todo lo relacionado al cuidado de los animales, así como el tipo de analgesia y anestesia fue 

similar a los modelos anteriores. Tanto el donante como el receptor tuvieron agua y alimento a 

demanda.  

El sacrificio y toma de muestra del receptor se realizó a las 24 horas de realizado el trasplante.  

Muestreo y análisis: En el donante el riñón izquierdo es ablacionado para el implante, mientras 

que se tomaron muestras del riñón derecho. En el receptor previo al trasplante se realiza la 

nefrectomía bilateral y se toman muestras de ambos riñones nativos. Estas muestras renales 

conforman el grupo basal.  

A las 24 horas post implante se biopsia el riñón trasplantado y se realiza extracción de sangre 

con heparina. Esta se procesa a fin de obtener plasma para el estudio de urea, creatinina y LDH.  

Las muestras de tejido se procesan para análisis de estrés oxidativo, expresión de genes por 

método qPCR y el análisis histopatológico mediante el Score de Banff. 

 

Cuantificación de la expresión de genes  

Extracción de RNA a partir de tejido: 

Para la extracción de RNA se utilizó el kit Illustra™ RNAspin mini RNA Isolation Kit. 0.5 cm (aprox.) 

de tejido se suspendieron en una solución de lisis y β-mercaptoetanol y se homogenizaron 

completamente por acción mecánica. El homogenato obtenido se filtró en filtro RNA spin y se 

centrifugó 1 minuto a 11000g. Se adicionó al tubo colector etanol 70% y se agitó en agitador 

vortex. Se transfirió la muestra a una columna RNA spin dentro de un tubo colector y se 

centrifugó 30 segundos a 8000g. Se agregó desalting buffer y se centrifugó 1 minuto a 11000g. 

Luego se trató a la muestra con DNAsa I y se incubó 15 minutos a temperatura ambiente.  
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Una vez transcurrido este tiempo, se adicionó el buffer de lavado I, se centrifugó 1 minuto a 

11000g y se transfirió a un nuevo tubo. Se adicionó buffer de lavado II, se centrifugó 1 minuto a 

11000g y se descartó el sobrenadante. Se repitió este paso con centrifugación de 2 minutos a 

11000g.  

Se transfirió la columna RNA spin a un microtubo de centrífuga libre de RNAsas. Se agregó agua 

libre de RNAsas para diluir el RNA retenido en la columna RNA spin y se centrifugó 1 minuto a 

11000g. 

Medida de concentración de RNA por muestra para posterior RT-PCR: 

En una placa del equipo Varioskan Lux® se agregaron 2uL de cada muestra, para medir su 

concentración (ng/uL). Se estandarizó el agregado de RNA para su posterior ensayo, en base a 

la que presentó menor concentración. 

Obtención de cDNA por RT-PCR:  

En tubos libres de RNAsa se agregó 1μL de Random Primers y 11μL del RNA obtenido de la 

muestra. Se incubaron en termociclador Techne® a 70°C por 10 minutos y luego se llevó a 4°C. 

Una vez transcurrida la incubación, se adicionaron 8uL de una premix que contenía DTT 0.1 M 

(1.5 μL), RNAse OUTTM Recombinant 40 U/uL (0.5 μL), Retrotranscriptasa del Virus de la 

Leucemia Murina 200 U/uL (1 μL), desoxirribonucleótidos trifosfato 10X (1 μL) y First Standar 

Buffer 5X (4 μL). Las muestras fueron procesadas en termociclador Techne®.  

Todos los reactivos utilizados en la obtención de cDNA pertenecen al kit de Invitrogen®. 

 

Análisis de datos: 

En base a los valores de Ct arrojados por el programa, se analizaron los niveles de expresión por 

el método ‘’2ΔCt’’. Los valores de Ct se traducen en número de ciclos necesarios para superar 

el threshold (el valor umbral). Lo primero que se hace es calcular la diferencia relativa entre el 

gen de interés (el que se esté analizando) y el housekeeping (debe ser un gen que se exprese de 

manera constitutiva, en este caso B-actina).  

∆Ct = Ct (gene of interest) – Ct (housekeeping gene) 

Luego se calcula 2-∆Ct para cada muestra, y a ese valor se lo divide por el promedio de los ∆Ct 

del grupo control (en este caso se comparó con el basal). La lectura del resultado consiste en 

cuántas veces más se expresó el gen de interés con respecto al de B-actina, normalizado por la 

expresión del mismo gen en el grupo control. (Gráficos 37-39) 

 

GEN FOWARD PRIMER REVERSE PRIMER 

β-Actina 5’-ACAACCTTCTTGCAGCTCCTC-3’ 5’-CTGACCCATACCCACCATCAC-3’ 

CXCL10 5’-CTGCACCTGCATCGACTTCC-3’ 5’-TTCTTTGGCTCACCGCTTTC-3’ 

IL-6 5’-CTGATTGTATGAACAGCGATG-3’ 5’-GAACTCCAGAAGACCAGAGC-3’ 

TNFa 5’-CCACCAAGCGGAGGAGCAGC-

3’ 

5’-TCGGCTGACGGTGTGGGTGA-

3’ 
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Indicadores de estrés oxidativo 

Para la determinación de estrés oxidativo se evaluaron substancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico (TBARs); carbonilos proteicos (CPs), y la actividad reductora férrica del plasma 

(FRAP).(121)  

 

Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) (122) 

Fundamento: Esta técnica se basa en la reacción del ácido tiobarbitúrico con productos 

secundarios de la peroxidación lipídica, tales como el malondialdehido (MDA), 4-hidroxihexanal 

y 4-hidroxinonenal, para formar aductos de color rosado que pueden ser leídos en un 

espectrofotómetro a una DO de 532 nm. 

Procedimiento: Se tomaron alícuotas que se diluyeron con PBS a un volumen final de 200 µL. 

Luego se adicionaron 200 µL de SDS al 8.10 % y se agitó teniendo cuidado de no hacer excesiva 

espuma. A continuación, se añadieron 1.5 mL de buffer acético/acetato 100 mM (pH 3.50), 1.5 

mL de TBA al 0.8 % y 600 µL de agua bidestilada. Las muestras fueron incubadas a 95ºC durante 

60 minutos. Pasado este tiempo se dejaron enfriar y se les agregó 1 mL de agua bidestilada y 3 

mL de alcohol isobutílico agitando vigorosamente en shaker. La fase orgánica se leyó en el 

espectrofotómetro a una longitud de onda de 532 nm. Para determinar las concentraciones de 

TBARS en las muestras problema, se realizó una curva de calibración utilizando como testigo una 

solución comercial de MDA (bis-dimetil-acetal o 1,1,3’,3’-tetrametoxipropano) en el rango de 

concentraciones 4.5 a 36.0 nmoles de MDA/tubo. 

 

Carbonilos proteicos (CPs) (123) 

Fundamento: Esta técnica detecta la formación de grupos carbonilos u “oxo” que se forman en 

las proteínas debido a la oxidación de los aminoácidos de las cadenas laterales por ROS. Estos 

carbonilos reaccionan con la 2,4-dinitrofenilhidracina (2,4-DNPH) para formar 

dinitrofenilhidrazonas de color caoba que pueden ser leídas por espectrofotometría. 

Procedimiento : Alícuotas apropiadas de las muestras se llevaron a volumen final 1.5 mL con 

PBS. Se agregaron 1.5 mL de DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina) 10 mM en HCl 2 N y se incubaron 

las muestras en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente. Al finalizar la 

incubación, se agregó a cada tubo 2 mL de una solución de NaOH 2 N y 1 mL de etanol absoluto 

para evitar la turbidez debida a restos de proteína desnaturalizada. Luego de cada agregado se 

agitó de inmediato en vortex. De esta manera se obtuvieron complejos de color caoba que se 

leyeron a 505 nm en el espectrofotómetro Cintra-20. 

La curva de calibración se efectuó utilizando una solución standard de piruvato de sodio 2.30 

mM, empleando alícuotas entre 40 y 100 µL. 

 

Ensayo FRAP (124,125) 

Fundamento: A pH ácido se puede determinar la habilidad de cualquier líquido biológico para 

reducir iones férricos a ferrosos. Esto se puede cuantificar colorimétricamente por formación de 
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un complejo (cromóforo) entre el hierro ferroso y la tripiridil-triacina (TPZ) de intenso color azul 

con un pico de absorción a los 583 nm. Se trata de una reacción no específica que tiene en cuenta 

todos los componentes con capacidad reductora (bilirrubina, ácido úrico, vitámeros, etc.). 

Procedimiento: Se tomaron 3 mL de la solución reactivo de trabajo compuesta por buffer 

acético/acetato 300 mM (pH 3.60), solución de TPZ 10 mM (Sigma) en HCl 40 mM y solución de 

cloruro férrico 20 mM (Mallincrodt, USA) mezcladas en proporción 83: 8.5: 8.5, 

respectivamente. A 3 mL de este reactivo dispensado en una cubeta de 1 cm de paso de luz y 

termostatizada a 25 º C, se le agregaron 100 µL de muestra. Tras la mezcla inmediata por 

inversión se obtuvieron los datos de DO (583 nm) vs tiempo durante 4 minutos mediante 

registro contínuo. De cada curva se calculó la pendiente (velocidad) de incremento de DO y se 

la comparó con la pendiente obtenida para un plasma standard (Sigma) cuya capacidad 

antioxidante resultaba conocida. A su vez, el valor de FRAP de esta muestra de referencia se 

determinó por calibración con una solución comercial de concentración conocida de Trolox® 

(diacetato de α-tocoferol). Las muestras ensayadas para FRAP se trataron previamente con 

solución de uricasa en exceso disuelta en buffer fosfato 300 mM/glicerol 20 mM (pH 7.40) de 

forma tal de asegurar la destrucción total del ácido úrico presente, el cual contribuye 

significativamente al poder antioxidante. De esta manera se pudo cuantificar al resto de los 

antioxidantes biológicamente activos sin la interferencia de este compuesto endógeno. 

 

Análisis de componentes principales 

El conjunto de datos obtenidos de las variables de análisis se representó en un gráfico 

multidimensional en el que objetos similares se encuentran cerca unos de otros y se agrupan. 

Se incluyen las variables de análisis representadas en vectores los cuales se representan en 

relación a los grupos de estudio.(126)  

 

Análisis estadístico: El análisis estadístico fue realizado de la misma forma en que fue descripto 

en los diseños experimentales previos. 

 

 

Resultados: Los análisis de sangre para determinar urea, creatinina y LDH no arrojaron 

diferencias significativas, sin embargo, existe una tendencia clara en beneficio del grupo tratado 

con PCIAM (Urea: 353 ± 82 mg/dl para el CT y 246 ± 26 mg/dl para PCIAM; creatinina: 

4,47 ± 0,36 mg/dl para el CT y 3,87 ± 0,5 mg/dl para PCIAM; LDH: 430 ± 202 U/l para el CT 

y 332 ± 72 U/l para PCIAM) (Gráficos 32-34). Resultados beneficiosos para PCIAM se observan 

al analizar la expresión de genes, tanto TNFα como IL6 y CXCL10 aumentan sus valores en el 

grupo CT con respecto al basal, con disminución de los mismos al compararlo con el grupo 

PCIAM. CXCL10 presentó significancia estadística (p<.05) con un valor 0,0062 ± 0,0031 AU 

para el basal, 0,295 ± 0,0074 AU para el CT y 0,0057 ± 0,0065 AU para el grupo PCIAM en 

este caso.(Gráficos 35-37) Los indicadores de estrés oxidativo FRAP, TBARS, y CPs presentan 

valores similares entre los grupos CT y PCIAM. Se destaca una disminución de TBARS en el grupo 

PCIAM con significancia estadística (p<.05) entre grupos CT vs. basal, y grupo CT vs. PCIAM (

2,13 ± 0,16 nmol/µg para el basal,  2,93 ± 0,08 nmol/µg para CT; y 2,49 ± 0,23 nmol/µg 

para PCIAM). (Gráficos 38-40) El análisis histopatológico con tinción de H-E demuestra un 
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aumento en el score de Banff en el grupo CT 1,66 ± 0,57 en relación al basal (score = 0), con 

un menor score en PCIAM (score = 1) en relación al CT. (Gráfico 41)  
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Gráficos 32; 33; y 34: Determinaciones de urea, creatinina y LDH en muestras de plasma de grupos CT y 

PCIAM con trasplante renal heterotópico.  
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Gráficos 35; 36; y 37: Determinaciones de ARNm (TNFalfa, IL-6, CXCL10) en muestras de riñón de grupos 

basal, CT y PCIAM en ratas con trasplante renal heterotópico (Tx). 
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Gráficos 38; 39; y 40: Determinación de FRAP; TBARS; y CPs de grupos basal, CT y PCIAM en ratas con 

trasplante renal heterotópico. 
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Gráficos 41; y 42: 41. Resultados de Score de Banff en análisis histopatológico de injerto renal en ambos 

grupos. 42. Análisis de componentes principales en grupos basal, y de trasplante renal (Tx-CT y Tx-PCIAM). 

 

Conclusiones: Se puede observar un efecto protector al aplicar el PCIAM en los donantes de 

trasplante renal comparado con el grupo CT sin el mismo. Del análisis de componentes 

principales se desprende que cada individuo se agrupa conforme a sus características de grupo 

(basal vs Tx-CT vs Tx-PCIAM). Las variables analizadas de daño representadas con vectores y 

flechas se direccionan hacia el grupo de Tx-CT, siendo este el grupo con mayor daño al 

interpretar todos los componentes, alejándose estos de los grupos basal y Tx-PCIAM. CXCL-10 y 

TBARS presentan los vectores de mayor longitud, esto es correlacionable con la significancia 

estadística de sus resultados. La única variable que se aleja del grupo es FRAP que a pesar de ser 

un marcador de protección presenta un resultado que se relaciona con el grupo CT. Si bien no 

se obtienen datos de significancia estadística en todas las variables, se evidencian señales claras 

de daño en los individuos de Tx-CT y mejoría de los parámetros en los indivíduos de Tx-PCIAM. 

(Gráfico 42)  

Por lo tanto, el PCIAM podría atenuar los daños que acontecen tras la reperfusión en el 

trasplante heterotópico aislado de riñón en ratas, así como atenuar el daño por IR tras la 

aplicación del PCIAM con una mejoría en la funcionalidad del riñón trasplantado. 
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Discusión  

 

Desde el advenimiento del trasplante como terapéutica a la insuficiencia terminal de un órgano 

o tejido, considerado el milagro del siglo XX, se han realizado avances significativos en la 

aplicación de dicho tratamiento. No obstante, actualmente sigue siendo preocupante la 

cantidad de pacientes en lista de espera. Los órganos procurados no alcanzan a subsanar esta 

notoria diferencia.(127,128) Así, todo esfuerzo en incrementar la donación efectiva de órganos 

redunda en beneficios concretos para los pacientes. El desarrollo de la presente tesis se enmarca 

en el concepto de investigación para la salud e intenta brindar información sobre una posible 

estrategia que permita mejorar la calidad de los órganos abdominales aumentando su 

procuración. El fenómeno denominado injuria por isquemia-reperfusión (IIR) es inherente a 

todos los procedimientos de trasplante tal como se ha descripto en la introducción del tema de 

investigación. Los efectos deletéreos capaces de afectar la funcionalidad del órgano sólido 

trasplantado instaron al estudio y a la búsqueda de la comprensión de los procesos orgánicos 

que involucran a la extracción e implante de órganos, a fin de implementar todas las estrategias 

posibles para atenuar el daño generado por la IIR. El empleo de soluciones de preservación, la 

hipotermia y el uso de diversos fármacos son algunos ejemplos. De este modo también, se ha 

investigado una estrategia quirúrgica para atenuar dicho fenómeno denominada 

precondicionamiento isquémico (PCI) y su efecto en cada órgano sólido abdominal 

individualmente. Los resultados en este sentido han sido alentadores pues afirman que el PCI 

confiere protección ante IIR. No obstante, sólo se ha estudiado precondicionando a los órganos 

en forma individual, es decir en su pedículo vascular nutricio directamente.(3–8,129)  

La técnica quirúrgica innovadora que planteamos y sentó las bases del desarrollo de la presente 

tesis la denominamos precondicionamiento isquémico abdominal multiorgánico (PCIAM) y 

permitiría unificar el tratamiento al conjunto de órganos intraabdominales procurados, de modo 

que su aplicación en la clínica al momento de la extracción sería altamente factible. Este ha 

demostrado ser bien tolerado por los animales en estudio cuando se realiza 10 minutos de 

isquemia seguidos de 10 minutos de reperfusión en el origen de la arteria aorta abdominal. El 

PCIAM como estrategia atenuante de la IIR ha arrojado resultados alentadores tanto en hígado, 

intestino delgado, riñones y útero en concordancia con lo afirmado por otros autores que 

testearon el PCI de manera individual en cada órgano evaluado.(3–8,129) En nuestros resultados se 

ha destacado un beneficio claro a nivel renal, con datos serológicos e histológicos objetivos que 

demuestran protección del órgano. Incluir un grupo de ratas hembra ha permitido evaluar esta 

estrategia en el tejido uterino. A pesar de no obtener resultados estadísticamente significativos 

en cuanto al efecto del PCIAM y su relación a la disminución de la IIR uterina, se observó una 

tendencia a la protección al analizar los cambios histopatológicos del mismo. Esta tendencia a 

la protección es un hallazgo muy importante que no contraindicaría la extracción uterina en 

donantes con criterios neurológico de muerte si se aplicara PCIAM previamente a la extracción 

multiorgánica.  

Los resultados de la asociación de PCIAM en el donante renal heterotópico aislado en ratas 

confirma el beneficio de su uso como atenuante de la IIR al observar la mejoría de los parámetros 

vinculados al funcionamiento del injerto renal. 

Durante el desarrollo del presente trabajo hemos buscado además ampliar el conocimiento del 

PCI en el tejido intestinal. A tal fin hemos incluido la técnica de BK imprescindible para realizar
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biopsias seriadas del intestino sin significar la muerte del animal de experimentación en cada 

muestreo. El compromiso en reducir el uso de animales de laboratorio es una obligación ética 

que incumbe a los investigadores. Por ello el concepto de las 3´Rs (reemplazo, reducción y 

refinamiento) tiene una destacada vigencia. La puesta a punto de la técnica de BK en ratas nos 

ha permitido lograr una reducción en el uso de las mismas y un cierto grado de refinamiento 

aplicable al estudio de patologías intestinales en ellas. Ya que, de esta forma, es posible obtener 

múltiples biopsias de intestino a partir de un solo animal sin afectar significativamente su estado 

clínico. Cabe destacar que el tejido intestinal carece de marcadores séricos de daño situación 

que demanda la realización de biopsias para determinar su funcionalidad. 

Los animales sujetos a la técnica Santulli tuvieron una considerable pérdida de peso y deterioro 

significativo de su score clínico (valor ≥4 en todos los casos), razón por la cual se decidió aplicar 

el criterio de punto final humanitario alcanzando una N=3 en lugar de 5. Estos resultados 

sugieren que se debe tener en cuenta el asa derivada exteriorizada por medio de la ostomía, 

debido a que la modificación del tránsito intestinal en Santulli repercute en el animal 

manifestándose en una pérdida excesiva de contenido yeyunal, y por ende en su deterioro 

clínico. 

Al estudiar la IIR con clampeo selectivo del asa derivada en BK nos permitió obtener hasta cuatro 

muestras seriadas del mismo órgano, cuando en los artículos publicados sobre el estudio de IIR 

intestinal requieren de un animal por muestra, logrando en este caso una reducción significativa 

en el uso de animales (75%). Mientras que la posibilidad de aplicar tratamientos intraluminales 

a través de la ostomía, como en el caso del TNBS, sin producir cambios sustanciales en las 

condiciones clínicas generales del animal significan a su vez cierto grado de refinamiento.   

La técnica de BK es aplicable a intestino grueso para el estudio de protocolos con administración 

de fármacos intraluminales y su análisis histopatológico por medio de biopsias seriadas a través 

de la ostomía. De este modo, similar a intestino delgado, es posible la obtención de múltiples 

biopsias de intestino. Este modelo permite el estudio de patologías inflamatorias del colon en 

forma localizada, evitando un grado de afectación intestinal y sistémico mayor. Por lo tanto, la 

técnica de BK significa una reducción y refinamiento en el uso de animales de laboratorio. La 

reducción en el uso de animales en este caso fue de un 66,6%. 

Del recorrido del presente trabajo se desprende que el PCIAM aplicado en el origen de la arteria 

aorta abdominal confiere protección ante la IIR de órganos abdominales, particularmente 

significativa en riñón e hígado, órganos que mayormente se procuran en las donaciones 

multiorgánicas. Es una técnica factible de ser aplicada en roedores para el estudio de la 

atenuación de la IIR y se ha podido evaluar su efecto en modelos de isquemia tibia, de trasplante 

experimental renal y BK. Basados en los resultados consideramos que la técnica de PCIAM podría 

ser cuidadosamente extrapolable a la clínica luego de completar las correspondientes etapas de 

investigación traslacional y ahondar más aún en detalles mecanísticos. 
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Abreviaturas 

AA: Aorta abdominal 

AMS: Arteria mesentérica superior 

AO: Aorta 

ATP: Adenosin trifosfato 

BK: Bishop-Koop 

BSA: Albúmina sérica bovina 

CPs: Carbonilos proteicos 

CT: Grupo control 

FRAP: Actividad reductora férrica del plasma 

HAI: Índice de actividad histopatológica  

H-E: Hematoxilina-eosina 

H2O2: Peróxido de hidrógeno 

ID: Intestino delgado 

IG: Intestino grueso 

IIR: Injuria por isquemia-reperfusión 

IMA: Isquemia mesentérica aguda 

IR: Isquemia-reperfusión 

IRA: Injuria renal aguda 

LDH: Lactato deshidrogenasa 

NO: Óxido nítrico  

NTA: Necrosis tubular aguda 

O2
-: Radical libre de oxígeno 

OAMS: Oclusión de arteria mesentérica superior 

PaO2: Presión parcial de oxígeno 

PCI: Precondicionamiento isquémico 

PCIAM: Precondicionamiento isquémico abdominal multiorgánico 

PCP: Presión de enclavamiento pulmonar 

pMLC: Fibras de miosina de tipo no muscular  

POP: Posoperatorio 

TAS: Tensión arterial sistólica 

TBARS: Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

TGO: Transaminasa glutámico-oxalacética 

TGP: Transaminasa glutámico-pirúvica 

TNBS: Ácido sulfónico 2,4,6-trinitrobenceno 

TOS: Trasplante de órgano sólido 

VC: Vena cava 

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular 
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