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Efectos de la Metilprednisolona en la formacion de
Adherencias Peritoneales postoperatorias en ratas

Methylprednisolone effects on postoperative Peritoneal Adhesions
formation in rats

Luis Alfredo Herndndez Villarroel', Luisa Cesin?, Henry Ferndndez’

RESUMEN

Las adherencias peritoneales son bandas fibroticas patoldgicas que se forman entre érganos y tejidos de la ca-
vidad abdominal que normalmente se encuentran separados. Se presentan en el 93% de los pacientes luego de
una cirugia abdominal o pélvica, y son causa de dolor abdominal y obstruccién intestinal. Algunos autores han
propuesto que el uso de esteroides puede disminuir la cantidad y severidad de las adherencias. Los objetivos
fueron: Evaluar los efectos de la metilprednisolona, en la formacién de adherencias peritoneales postoperatorias
en un modelo animal. El método utilizado fue un estudio experimental, ensayo de laboratorio en modelo animal. A
10 ratas hembras Sprague-Dawley se les practico cirugia formadora de adherencias peritoneales y fueron distri-
buidas de forma aleatoria en 2 grupos, un grupo que recibié dosis Unica de metilprednisolona intraperitoneal, y el
otro como grupo control.A los 15 dias los animales fueron sacrificados y evaluados. Se evidencié una disminucion
significativa de la inflamacion (p=0,027) en el grupo con administracion de metilprednisolona. Sin embargo, no
hubo diferencias significativas entre los grupos en cuanto al nimero (p=0,482), severidad (p=0,489), grado de
proliferacién vascular (p=0,207) y fibrosis (p=0,095) de las adherencias peritoneales. Este estudio demostré que
la administracién de metilprednisolona no afecta de forma significativa la formacion de adherencias peritoneales
postoperatorias, y por tanto, no tiene un efecto preventivo de las mismas.

ABSTRACT

Peritoneal adhesions are pathological fibrotic bands formed between organs and tissues of the abdominal cavity
that are normally separated.They present in 93% of patients after abdominal or pelvic surgery and, they are cause
of abdominal pain and intestinal obstruction. Some authors have suggested that the use of steroids may decrease
the number and severity of adhesions.The goal was to experimentally evaluate the effects of methylprednisolone,
in postoperative peritoneal adhesions in an animal model. So an experimentally study was done, a laboratory
assay in an animal model. In 10 female Sprague-Dawley rats, peritoneal adhesions were induced, and then ran-
domly assigned to 2 groups:a group treated with methylprednisolone, and a control group.The animal were killed
and evaluated at the |5th day after surgery. A significant decrease in inflammation (p=0.027) in the group with
administration of methylprednisolone was evident. However, there were no significant differences between the
groups in relation to the number (p=0.482), severity (p=0.489), vascular proliferation (p = 0.207) and fibrosis
score (p=0.095) of peritoneal adhesions.This study demonstrated that the administration of methylprednisolone
doesn’t affect the postoperative peritoneal adhesions formation, and therefore, is not have a preventive effect of
them.

INTRODUCCION

as adherencias peritoneales, se definen como

bandas fibréticas patolégicas que se desarrollan
entre 6rganos y/o tejidos de la cavidad peritoneal,
que normalmente se encuentran separados'. Se pre-
sentan en el 93% de los pacientes luego de una cirugia
abdominal o pélvica, y su presencia es reducida con el
uso de procedimientos quirurgicos laparoscopicos en

comparacion con la cirugfa abierta>**.

Pueden ser ocasionadas por la excesiva manipula-
cién quirurgica, la presencia de materiales extrafos,
incluso de suturas " . Igualmente se ha descrito su
asociacién con complicaciones quirtrgicas, tales
como, abscesos abdominales, hematomas y fuga in-
testinal ©.

Entre sus consecuencias se encuentran la infertili-

dad femenina secundaria, la obstruccién ureteral, do-
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lor pélvico y abdominal crénico, e interferencia en la
distribucion delliquido peritoneal ®. Son ademds, la
mayor causa de obstruccidn intestinal, ocasionando
el 40% de todos los casos”’.

Son numerosos los métodos empleados para evitar
la formacién de adherencias peritoneales, incluidos,
una técnica quirdrgica meticulosa, agentes antiinfla-
matorios, antibidticos, barreras mecénicas liquidas
o sélidas ' '» 2, Sin embargo, ningin método hasta
ahora ha demostrado ser totalmente efectivo en todas
las condiciones quirurgicas".

Las adherencias peritoneales, se forman a partir de
una lesién en la superficie peritoneal, sea en su capa
parietal o visceral. En el sitio de la lesion ocurre un
aumento de la permeabilidad vascular y es deposi-
tado un exudado fibrinoso, con la consecuente for-
macién de una matriz de fibrina, que normalmente
es degradada por el sistema fibrinolitico peritoneal,
ocurriendo la restauracion de la superficie peritoneal.
Sin embargo, en condiciones de isquemia presentes
luego del trauma peritoneal, la actividad fibrinolitica
disminuye, lo cual conlleva a la persistencia de ban-
das de fibrina, las cuales, son invadidas por fibroblas-
tos, y subsecuente, al depdsito de coldgeno se forman
estructuras fibrosas permanentes'* ',

Los mediadores de la inflamacién tienen un rol
muy importante en el proceso de formacién de las
adherencias peritoneales, por lo que a la par de los
mecanismos de barrera liquida se han realizado nue-
vos estudios utilizando terapia farmacoldgica con
esteroides’® 7 '% ¥, Asi mismo, algunos autores han
propuesto que el uso de corticoides puede reducir la
cantidad y severidad de las adherencias postoperato-
rias's.

Por esta razdn, se decidi6 llevar a cabo este estudio
para evaluar experimentalmente los efectos de la me-
tilprednisolona, un antiinflamatorio esteroideo, en la
formacién de adherencias peritoneales postoperato-
rias en un modelo animal; determinando, el numero
de adherencias formadas por grupo de experimenta-
cidn, su severidad, asi como la fibrosis, angiogénesis e
inflamacion en los tejidos afectados.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio experimental, ensayo de labo-
ratorio en modelo animal con diseno aleatorio de un
grupo tratamiento y un grupo control. Se utilizaron
como unidad experimental 10 ratas Sprague-Dawley °
hembras, con un peso comprendido entre 250 y 300
gr, distribuidas en 2 grupos de estudio de S animales
cada uno. Todos los animales se mantuvieron bajo
condiciones de humedad y temperatura adecuadas,
ciclos de 12 horas luz y oscuridad, y provistos de ali-

mento y agua ad libitum, considerando en todo mo-
mento los criterios de bioética para la experimenta-
cidn con animales de laboratorio®.

Paralainduccién de adherencias peritoneales, apli-
cacién de tratamiento intraperitoneal y evaluacion:
Los animales fueron anestesiados mediante la admi-
nistracion de Clorhidrato de Ketamina a dosis de 80
mg/kg; y Xylacina a dosis de S mg/kg, ambos por via
intramuscular.

Se realiz6 una cirugia con efectividad comproba-
da en la formacién de adherencias peritoneales "
2, mediante abrasién de la serosa, por frotamiento
enérgico con gasa hasta la aparicién de puntos hemo-
rrégicos, en 8 segmentos de 1 cm de longitud en el
intestino grueso (Figura 1).

Luego se procedi6 a la administracién del trata-
miento correspondiente:

Grupo 1. Grupo control, al cual no se aplicé ningu-
na terapéutica.

Grupo 2. Grupo al cual se administré Metilpredni-
solona, via intraperitoneal a dosis de 20 mg/kg.

Durante el postoperatorio los animales se mantu-
vieron en jaulas individuales y recibieron tratamiento
antibidtico con Ampicilina/Sulbactan y Metronida-
zol, a dosis de 80 mg/kg/12 horas y 40 mg/kg/dia,
respectivamente; y analgesia con ketoprofeno a dosis
S mg/kg/dia por via intramuscular; durante tres dias.

Alos 15 dias, se procedié a realizar eutanasia a los
animales de experimentacion de la siguiente forma:
cada animal fue anestesiado con Clorhidrato de Keta-
mina y Xylacina, a dosis ya descritas; y posteriormen-
te se realizd toracotomia y exposicion del corazon,
para administrar 1 ml de Cloruro de Potasio al 7,5%,
via intracardiaca.

Se realiz6 una incisién en “U” extendida desde
ambos flancos hasta hipogastrio, profundizando por
planos hasta penetrar cavidad peritoneal.

Se realiz6 la evaluacion macroscépica de las adhe-

[

Figural: Abrasamiento con gasa de la serosa de intestino grueso de rata de
experimentacion.

Efectos de la Metilprednisolona en la Formacion de
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rencias formadas de acuerdo con el método de gra-
duacién desarrollado por Granat'
grado 0, sin adherencia; grado 1, adherencias tnicas,
delgadas y faciles de separar; grado 2, adherencias

débiles y poco numerosas; grado 3, adherencias nu-

, considerando:

merosas que incluyen extensiones parietales; grado
4, adherencias numerosas que incluyen intestino,
mesenterio, omento y pared abdominal.

Muestras de tejido de adherencias fueron cortadas
en bloque y fijadas en solucién de formaldehido al
10%. Las muestras fueron rutinariamente procesadas
por rehidratacion e incluidas en parafina, y se realiza-
ron cortes de 5 pym de espesor mediante micrétomo.
Las muestras fueron examinadas bajo microscopia de
luz, luego de ser tefiidas con hematoxilina-eosina y
Tricrémico de Gomorra.

Las muestras fueron evaluadas por un patélogo
para determinar la estructura general, actividad fibro-
blastica y fibrosis presente, asi como lo fue la presen-
cia de inflamacién y de proliferacion vascular.

Figura 2: A) Adherencias débiles y poco numerosas (Grado 2) que involucran i inoy io. B)

Imagen de cavidad peritoneal en rata de experii ion, que
PR . y

adherencias numerosas que

I (Grado 4), que pudieron ser liberadas, en su

mayoria,

io, y pared abd

Figura 3: Fibrosis grado 3 en rata perteneciente al grupo control. Se observa moderada neoformacién
vascular ocupada por eritrocitos, acompafiada de un infiltrado inflamatorio mononuclear de mode-
rado a severo, con engrosamiento fibroso de la serosa (Tincién H/E; 40X).

La fibrosis fue valorada de la siguiente forma: gra-
do 0, sin fibrosis; grado 1, grupos delgados de fibrosis
celular; grado 2, amplias zonas de fibrosis con reduci-
das zonas de vascularizacion; grado 3, dreas de fibro-
sis constituidas por fibras gruesas de coldgeno®.

Para la inflamacién se utilizé la siguiente escala:
Grado 0, no hay inflamacién; grado 1, la presencia
de células gigantes, linfocitos y células plasmaticas
ocasionales; grado 2, la presencia de células gigan-
tes, células plasmaticas, eosinofilos y neutréfilos; y
grado 3, presencia de muchas células inflamatorias
y microabscesos. Y la proliferacién vascular se gra-
dué como: grado 0, sin proliferacion vascular; grado
1, proliferacion vascular leve; grado 2, proliferaciéon
vascular moderada; y grado 3,w proliferacion vascu-
lar intensa®.

Aspectos éticos. Todos los pasos, tanto en la in-
duccién como en el proceso de sacrificio, fueron rea-
lizados considerando en todo momento los criterios
de bioética para la experimentacion de la Asociacién
Venezolana para la Ciencia de los Animales de Labo-
ratorio?’, manteniendo a los animales en condiciones
Optimas y sin someterlos a dolor o estrés innecesa-
rios.

Las variables cuantitativas fueron expresadas con
medidas de tendencia central y dispersion, y las
cualitativas fueron expresadas en frecuencias abso-
lutas y/o porcentuales. La comparacién entre los
grupos se realiz6 mediante Test de Fisher o Prueba
t-Student, seguin sea el caso, y se consider6 que habia
significancia estadistica entre las mismas, cuando el
valor de p fue menor de 0,05. Todos los anélisis esta-

disticos se realizaron utilizando el programa Microsoft
Office Excel®2010.

RESULTADOS

Al sacrificar a los animales 15 dias después de rea-
lizada la induccién de adherencias, encontramos que
el 100% de los animales del grupo control presenta-
ron algtin tipo de adherencia, mientras que en el gru-
po de estudio sélo el 80% de los animales presentd
adherencias. El total de adherencias por grupo fue
de: 80y 50 adherencias para el grupo control y el gru-
po tratado con Metilprednisolona, respectivamente.
El promedio de adherencias por grupo fue: 16 para
el grupo 1y 10 para el grupo 2. Estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas (grupo 1 ver-
sus grupo 2, p = 0,482).

De acuerdo con la clasificacién de Granat'é, para
valoracién del grado de severidad de las adheren-
cias, encontramos los siguientes resultados:una rata
(20%), en el grupo de estudio, no presenté adheren-
cias (Grado 0). Se encontraron adherencias débiles y
poco numerosas (Grado 2) en 3 animales (60%) del

t16
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grupo control y en 2 del grupo en estudio (Figura 2,
A). Se presentaron adherencias numerosas que inclu-
yan extensiones parietales (Grado 3), en un animal
del grupo en estudio (20%). Se evidenciaron adhe-
rencias numerosas que incluian intestino, mesenterio,
omento y pared abdominal (Grado 4), en 2 animales
(40%) del grupo control y en 1 del grupo en estudio
(Figura 2, B). Denotando, una p=0,489.

Estudios Histologicos: En la exanimacion histold-
gica del tejido adherencial de ratas del grupo control
se evidenciaron linfocitos, células plasmaticas, po-
limorfonucleares y dreas de fibrosis que contenian
fibroblastos (Figura 3). En ratas del grupo al cual se
administré Metilprednisolona, se observé una dismi-
nucién notable de la infiltracién de células inflama-
torias.

De acuerdo a la clasificacion utilizada por Enre et
al.®, para la valoracién del grado de fibrosis de las
adherencias, se evidenci6 el desarrollo de diferentes
grados de fibrosis, dependiendo del grupo de trata-
miento. Uno (20%) de los animales pertenecientes
al grupo con administracién de metilprednisolona
no desarrolld fibrosis; uno de los animales del gru-
po control (20%) y dos (40%) del grupo en estudio
desarrollaron fibrosis grado 1; dos (40%) de los ani-
males del grupo control y uno (20%) del grupo en es-
tudio desarrollaron fibrosis grado 2; y desarrollaron
fibrosis grado 3, dos animales pertenecientes al grupo
control. Denotando, una p=0,095.

Del mismo modo, fue valorada la inflamacién y la
proliferacién vascular en ambos grupos de experi-
mentacion, mediante la escala utilizada por Oktay et
al**. Con respecto a la Inflamacién: en uno (20%) de
los animales pertenecientes al grupo con administra-
cién de metilprednisolona no se evidencié inflama-
cién; uno de los animales del grupo control (20%)
y tres (60%) del grupo en estudio, desarrollaron in-
flamacién grado 1; dos animales de experimentacién,
uno perteneciente al grupo control y otro al grupo
en estudio, desarrollaron inflamacién grado 2; y tres
(60%) animales del grupo control desarrollaron in-
flamacién grado 3. Denotando, una p=0,026.

En cuanto a la proliferacion vascular, se evidencid
que: uno (20%) de los animales pertenecientes al
grupo con administracién de metilprednisolona no
se evidencio proliferacion vascular; uno de los anima-
les del grupo control (20%) y cuatro (80%) del grupo
en estudio desarrollaron inflamacién grado 1; y cua-
tro (80%) de los animales del grupo control desarro-
llaron inflamacién grado 2. Denotando, una p=0,206.

DISCUSION

Los Antiinflamatorios no esteroideos tales como

el Ibuprofeno, Tenoxicam, Nimesulide, Parecoxib y An-
ticuerpos Neutralizantes del TNF-a, han demostrado
no afectar la formacién de adherencias, pero se ha
confirmado que esteroides como la dexametasona,
disminuyen su formacién mientras atentia la reaccion
inflamatoria aguda’® %2526,

Los glucocorticoides, tienen ademds una amplia
gama de efectos tales como la inhibicion de la prolife-
racion de fibroblastos y de la expresion génica de pro-
coldgeno, a través de la disminucién de la secrecion
del factor de crecimiento transformante  y pueden
tener efectos inmunosupresores sobre la produccién
y liberacién de citocinas'®*.

Algunos estudios previos concluyeron que me-
tilprednisolona, un antiinflamatorio esteroideo, es
efectivo en la disminucién de adherencias postope-
ratorias en modelos experimentales de anastomosis
intestinal y de induccidn de adherencias'”*. Ademas,
resaltan su capacidad para aumentar la resistencia en
anastomosis yeyunal en ratas'. Igualmente, adminis-
trado en conjunto con prometazina, fue efectivo para
prevenir la formacién de adherencias®”.

En contraste en este estudio, a pesar de observar
disminucién del nimero de adherencias peritoneales
formadas en los animales tratados con metilpredniso-
lona, estas diferencias no fueron estadisticamente sig-
nificativas cuando fueron comparados con el grupo
control. Estos resultados se corresponden con los ob-

servados por Kirdack et al.*®

, quienes experimentaron
con bajas y altas dosis de este firmaco administradas
por via intraperitoneal, sin evidenciar resultados sig-
nificativos.

Igualmente, en este estudio se evalué el desarrollo
de fibrosis y proliferacion vascular, evidencidandose
diferencias estadisticamente no significativas cuando
se compararon ambos grupos de experimentacion.
Evidencidndose, que a pesar de ser un glucocorticoi-
de, a la dosis utilizada la metilprednisolona no inhi-
bié la proliferacion fibroblastica y por tanto el desa-
rrollo de fibrosis en el modelo experimental utilizado.

Sin embargo, si se evidenci6 una disminucién sig-
nificativa de la reaccion inflamatoria en muestras de
tejido de la cavidad peritoneal de animales a los cua-
les les fue administrado metilprednisolona. A pesar
de disminuir la inflamacién, no se afecté la formaciéon
de adherencias, probablemente, debido a que su de-
sarrollo constituye la interaccién de otros eventos
bioquimicos complejos ademds de la inflamacion,
tales como, la reparacion tisular, angiogénesis e iner-
vacion®.

Asi mismo, en otros estudios donde se evaluaron
los efectos de la metilprednisolona administrada
en conjunto con difenhidramina, en un modelo ex-
perimental de induccién de adherencias mediante

Efectos de la Metilprednisolona en la Formacion de
Adherencias en ratas.

9



abrasamiento de la serosa del colon, no se evidencié
disminucién significativa de la formacién de adhe-
rencias 0%,

En conclusion, hasta que no exista un método pre-
ventivo de adherencias peritoneales totalmente efec-

tivo, es fundamental la realizacién de estudios que

permitan entender a cabalidad los eventos fisiopato-
légicos involucrados en su formacién, que sin duda
conduciran al desarrollo de métodos preventivos efi-
caces. A este respecto, el presente estudio determiné
que la administracion intraperitoneal de metilpred-
nisolona a dosis unica, no tiene eficacia previendo la
formacién de adherencias.
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