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Utilidad de la Enoxaparina en la prevencion de
adherencias abdominales postoperatorias en los
modelos murino y porcino

LINARES-RIVERA EDUARDO, REIPEN LUKAS, GUZMAN-VALDIVIA G.G, DOMINGUEZ-
GONZALEZ ALEJANDRO, TENA-BETANCOURT EDUARDO

Resumen— Las adherencias abdominales postoperatorias
(APP) son complicaciones que ocurren en mas del 90% de los
pacientes que se someten a cirugias abdominales y son causa
mayor de morbilidad por obstruccion intestinal, dolor crénico
abdominal e infertilidad secundaria. El propdsito de este estudio
fue determinar la utilidad de enoxaparina como agente
antifibrinolitico en la formacion de adherencias abdominales. Se
utilizaron 20 ratas de laboratorio cepa Sprague Dawley, divididas
en dos grupos de diez animales cada uno. También fueron
incluidos 16 puercos de laboratorio divididos en dos grupos de
ocho cada wuno. Los animales fueron intervenidos
quirdrgicamente para inducir la formacién de adherencias y
posteriormente se ministr6 0.5mg/kg de enoxaparina via
subcutanea por siete dias. Todos los animales fueron
reintervenidos al cumplir 14 dias de postoperatorio para valorar
el grado de adherencias macroscopicas y microscépicas. Los
resultados obtenidos mostraron que la profilaxis con enoxaparina
previene de manera significativa la presencia de adherencias
macroscoépicas en ratas de laboratorio (p=0.01). En los puercos de
laboratorio se encontr6 una diferencia ain mas significativa en el
grado de adherencias macroscopicas en el grupo enoxaparina
(p=<0.001). También se encontré que el nivel de adherencias
microscépicas en los puercos de laboratorio fue menor en el
grupo enoxaparina (p=0.003). Los resultados demuestran que el
uso de enoxaparina es Util como prevencion para la formacion de
APP de manera significativa.

I. INTRODUCCION

Las adherencias abdominales son puentes de tejido
conectivo vascularizado e inervado, que se forman de manera
patoldgica entre el peritoneo, asas intestinales y la pared
abdominal. ™

La primera descripcion de adherencias abdominales fue en
un examen postmortem de un paciente con tuberculosis
peritoneal en 1836. 2 Bembrowsky describid por primera vez

las adherencias abdominales inducidas en modelos animales.
[3]

Las adherencias abdominales pueden clasificarse en dos
grandes grupos: congénitas y adquiridas. Las adherencias
congénitas se presentan desde el nacimiento, debido a una
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malformacion en el desarrollo de la cavidad peritoneal. Las
adherencias adquiridas son de origen inflamatorio o
secundario a una intervencion quirdrgica (postoperatorias). 4
Existen ciertos factores de riesgo que pueden favorecer el
desarrollo de adherencias; cualquier grado de inflamacion con
afecciobn  peritoneal; ileo  paralitico  postoperatorio,
laparotomias repetidas, la técnica y el manejo quirdrgico en
las anastomosis de intestino. B

Respecto a las adherencias postoperatorias, las cuales son
las més frecuentes, se distinguen tres procesos esenciales en su
formacion. ™
» Formacion de adherencia: formadas en el sitio quirdrgico.

» Formacion de adherencia de novo: formadas en sitios donde
no hubo manipulacién quirdrgica.

» Adherencia recurrente: formadas
destruccion quirdrgica previa.

posterior a una

Esta definido que las adherencias intrabdominales después
de una cirugia provocan reintervenciones quirurgicas, dolor
cronico abdominal, obstruccion intestinal e infertilidad en
mujeres. 1 Se ha descrito que hasta 93% de pacientes que han
tenido una o més cirugias previas desarrollaron adherencias
abdominales. 1 En el ovario, las adherencias se presentan en
un 90% posterior a una cirugia de anexos ginecoldgicos. [
Las adherencias es causa de obstruccion del intestino delgado
en 60-70%, ocupando la complicacion mas frecuente. (12

Los sintomas que generalmente refieren los pacientes
cuando se trata de adherencias post-quirirgicas son:
meteorismo, dolor abdominal crénico, movimientos
irregulares intestinales, desérdenes digestivos y obstruccion
intestinal.

Fisiopatologia

Las adherencias postoperatorias resultan de un dafio tisular
ya sea por incisiones, cauterizacion, sutura u objetos extrafios
que agreden la serosa, y ésta reacciona formando tejido
cicatricial. ® Después de la lesion de las células mesoteliales,
existe una liberacion de sustancias vasoactivas y cininas por
los mastocitos, aumentando la permeabilidad vascular y la
formacion de exudado rico en fibrina. -* La formacion de
fibrina es el resultado final de la cascada de la coagulacién, la
cual forma depdsitos mientras exista una proliferacion de
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fibroblastos, con el objetivo de formar una matriz extracelular
(MEC) y colageno, lo que favorece la formacién de
adherencias. Subsecuentemente, hay un aumento en la
expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF), que conlleva a la proliferacion de células
endoteliales y formar una estructura vascular dentro de las
adherencias. ®! Se ha demostrado que los fibroblastos
expresados en las adherencias tisulares tienen diferente
fenotipo comparados con los fibroblastos normales del tejido
peritoneal, dicha conversién del fenotipo que se da en los
fibroblastos, se ha visto que el cambio en el fenotipo esta
inducido por la presencia de hipoxia tisular. Estos fibroblastos
de adherencia tienen aumento en el mMRNA basal de colagena
I, fibronectina, metaloproteinasa-1, inhibidor tisular de
metaloproteinasa-1 (TIMP-1), TGF-betal, ciclooxigenasa-2
(COX-2) e IL-10.

La COX-2 es una enzima que regula los procesos
inflamatorios y de angiogénesis en el desarrollo de
adherencias postquirdrgicas. Ante la presencia de hipoxia
tisular y/o de fibroblastos de adherencia, la COX-2 aumenta
su expresion. 1 Dentro de la formacion de adherencias
postoperatorias el sistema de fibrinolisis tiene el papel de
degradar la fibrina que se ha formado por la conversién de
plasmindégeno en plasmina, siendo la UGltima la encargada de
degradar la fibrina. La conversién del plasminégeno en
plasmina esta dada por el activador del plasmindgeno tisular
(tPA) y el activador tipo urocinasa (UPA), 1819 ambos son
expresados por células endoteliales, mesoteliales, macréfagos
y fibroblastos.

Dentro de la cavidad peritoneal, se ha visto que el tPA es
responsable del 95% de la activacion del plasmindgeno y la
degradacion de fibrina 1%, mientras que el uPA juega un rol
mas importante en la remodelacion tisular pues actla
degradando la matriz pericelular. La activacion del
plasmindgeno se ve frenada por el factor inhibidor del
activador del plasminégeno 1 y 2 (PAI-1 y 2), siendo la
glicoproteina PAI-1 la que tiene més actividad de inhibicion.
Tanto el PAI-1 y PAI-2 son producidos en células
endoteliales, mesoteliales, monocitos, fibroblastos vy
macrofagos. ElI PAI-1 es considerado un factor importante en
la fisiopatologia de las adherencias, encontrando altas
concentraciones de PAI-1 en pacientes con adherencias
peritoneales. ! Por otro lado, en los fibroblastos normales la
relacion tPA/PAI-1 es 80% mayor que en los fibroblastos de
adherencia, favoreciendo asi la fibrinolisis. Bajo condiciones
de hipoxia, la relacion tPA/PAI-1 disminuye en los
fibroblastos normales hasta 90%, y se ve un decremento mas
exagerado en la presencia de fibroblastos de adherencia
(98%). [l La hipoxia tisular favorece la conversion de
fibroblastos de adherencia, induciendo el incremento de
marcadores de inflamacién, lo que culmina en el desarrollo de
adherencias postoperatorias.

Prevencion

Han sido numerosas las estrategias en blsqueda de
disminuir la formacion de adherencias peritoneales, basadas
en algunos puntos especificos en el origen fisiopatologico de
las adherencias, todas encaminadas principalmente a disminuir
la inflamacion, la activacién de la cascada de la coagulacion o
a posicionar barreras fisicas biocompatibles.

La heparina es un glucosaminglicano sulfatado acido-
anionico que se une a la antitrombina-I11 (AT-111), formando
el complejo heparina-AT-Ill inhibiendo la activacion de los
factores IX, X, Xl y XII de la coagulacidn, por lo que detiene
la formacion de fibrina. (']

La dosis Optima para frenar la formacion de adherencias
aun se desconoce, por lo que es necesario identificar la dosis
eficaz para la prevencién en la formacion de adherencias sin
aumentar el riesgo de sangrado. Con base en los resultados de
investigaciones en modelos murinos con manipulacién
quirargica y posterior lavado peritoneal con heparina, se
concluyé que el lavado peritoneal disminuye la reaccion
inflamatoria peritoneal y la formacion de adherencias. [

En otro estudio con ratas, se vio que es efectiva y segura la
ministracion de heparina a diferentes dosis (62.5 Ul, 125 Ul y
250 Ul) en combinacion con carboximetilcelulosa, teniendo
mejores resultados con la dosis mas alta de heparina. 1

También en modelos animales se ha visto que la
enoxaparina, un derivado de bajo peso molecular de la
heparina, la cual inhibe el factor Xa de la cascada de
coagulacién, utilizada originalmente para profilaxis y
tratamiento de eventos trombéticos disminuye la formacion de
adherencias, al inhibir la formacion de la fibrina, cuando es
ministrada intraperitoneal o subcutanea. 2

II. JUSTIFICACION

Las adherencias abdominales postoperatorias son causa de
dolor abdominal crénico, de oclusion intestinal parcial o total
que requieren incluso la necesidad de una intervencién
quirdrgica para liberar al intestino de éstas, también ocasiona
infertilidad en mujeres, lo que conlleva a gastos, morbilidad o
riesgos en la salud e incluso la muerte.

La prevencion en la formacion de las adherencias
repercutird en la disminucion de los riesgos en los pacientes
que son intervenidos quirdrgicamente en el abdomen,
disminuir dolor abdominal crénico, las causas de infertilidad
en mujeres y la necesidad de nuevas intervenciones
quirdrgicas, lo que conllevard a la disminucion de gastos
elevados y riesgos en el paciente.

Por lo anterior se realiz6 un modelo experimental,
incialmente en modelo murino tratando de corroborar la
utilidad de la enoxaparina subcutanea y de haber resultados
positivos, escalar el experimento a un modelo porcino, que
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tiene similitud en la respuesta inflamatoria e inmunolégica con
el ser humano.

1. MATERIAL Y METODOS

Mediante un estudio de tipo experimental, longitudinal,
prolectivo, analitico y aleatorizado se intentd probar la
eficacia de enoxaparina como limitador de la fibrogénesis y su
utilidad en la prevencidn de la formacion de AP.

Se utilizaron 20 ratas de laboratorio de la cepa Sprague
Dawley adultas de ambos sexos, pesando 400-450 g,
separadas en 2 grupos de 10 animales cada uno:

1. Grupo I: Control — No tratado
2. Grupo II: HBPM (enoxaparina) subcutanea, dosis de
0.5mg/kg cada 24 h por 7 dias.

También se utilizaron 16 puercos de laboratorio de la raza
Yorkshire/Landrace, con edad promedio de 3.5 meses y un
peso de 16 a 20 kg, separados en 2 grupos de 8 modelos cada
uno:

1. Grupo I: Control — No tratado
2. Grupo II: HBPM (enoxaparina), subcutanea 0.5mg/kg
cada 24 h por 7 dias.

IV. PROCEDIMIENTO

Modelo murino

Los animales fueron sujetos a ayuno de 12 horas previas a
la cirugia y sedados para su rasurado y asepsia pre-quirdrgica,
La anestesia fue inducida con Zoletil 50, (Tiletamina—
zolazepam) en dosis de 8-10 mg/kg de peso.

Para la induccién de adherencias fue incidida la capa
musculo-peritoneal a lo largo de la linea alba en 5 cm de
longitud para permitir exponer la cavidad abdominal; una vez
expuesto el colon del animal fue sometido a abrasién continua
de hasta 10 ocasiones bajo presion moderada sin lesionar
6rganos adyacentes. Para ello fue utilizada una gaza estéril en
el mismo sitio para generar hemorragia subserosa.
Adicionalmente se realiz6 a 10 cm de la union ileo-cecal una
incisién de 1 cm de longitud y a 5 cm de ésta otra incision
similar para realizar una anastomosis latera-lateral en un plano
con puntos separados de Vicril® (poliglactina 910).

Modelo Porcino

Los animales fueron sujetos a ayuno de 12 horas previas a
la cirugia y sedados para su rasurado y asepsia pre-quirurgica,
ministrando de 1-3 mg/kg de peso de Rompun® (Xilazina
HCL). La anestesia fue con Vetalar® Ketalar HCL en dosis de
65-75 mg/kg de peso.

Para inducir adherencias, bajo anestesia general, asepsia y
antisepsia del abdomen y colocacion de campos estériles, se
realizé una incision en linea media de 15 cm. de longitud a
partir del apéndice xifoides del animal. Se incidié piel, tejido
celular subcutaneo, linea alba y peritoneo parietal hasta
abordar la cavidad abdominal. Se localizd el bazo y siendo
expuesto, pinzado, cortado y ligando vasos cortos con seda
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2/0. Se pinzo, cortd y lig6 hilio esplénico con seda 2/0. Fue
cuantificado sangrado transoperatorio. Por ltimo, fue
suturada linea alba y peritoneo en un plano con Vicryl del 1
surgete continuo. Se suturd piel con Dermalon 2/0 puntos de
simples.

Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo
de acuerdo con la NOM-062-ZO0-1999 y la NIH Guide para
el cuidado y uso de animales experimentales, siendo aprobado
el protocolo por el SICUAL de la Facultad Mexicana de
Medicina, Universidad La Salle, A.C

Valoracion de Adherencias
CUADRO |

ESCALA DE MACROSCOPICA DE NAIR, MODIFICADA POR
GUZMAN-VALDIVIA

Grado Caracteristicas

0 Sin adherencias

1 Unica banda de adherencia viscera-viscera o viscera-
pared abdominal, laxa.

9 Unica banda de adherencia: viscera-viscera o
viscera-pared abdominal, laxa o densa.

3 Dos o méas bandas de adherencia entre: viscera-
viscera o viscera-pared abdominal, laxa o densa.

4 Aglomeracion o masa de entre visceras por las

adherencias, incluyendo o no pared abdominal.

La clasificacion macroscopica del grado de adherencia se
efectud por un cirujano en forma cegada, 14 dias después de
la cirugia y de acuerdo a la escala de Nair, ™ modificada por
Guzman-Valdivia *° (Cuadro 1). La modificacion se debe a
que Nair clasifica de acuerdo al grosor, firmeza y facilidad de
diseccidn del sitio de adherencia y la modificacién mira hacia
el nimero de bandas y firmeza en el mismo grado de
afectacion.

CUADRO I
ESCALA MICROSCOPICA DE GRADO DE ADHERENCIAS
Grado Caracteristicas
0 Sin fibrosis
1 Fibrosis con puente delgado de colagena
2 Tejido con fibrosis de colageno
3 Fibrosis con puente grueso de colageno

Para determinar el grado microscopico de las adherencias
en los modelos porcinos se obtuvieron muestras de la base de
la adherencia, las cuales fueron fijadas en formol al 40% para
posteriormente ser llevadas con pat6logo para su tincion y
evaluacion microscOpica, para asi determinar el grado
microscopico de las adherencias conforme al grado de fibrosis
que presenta el tejido (Cuadro I1).

V. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se agruparon en medias como medidas de
tendencia central y desviacion estdndar como medida de
dispersion. Para la estadistica inferencial se utiliz6 la prueba
no paramétrica U de Mann-Whitney para comparar los grupos
control y tratados con enoxaparina, debido a que el valor
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obtenido por la prueba de normalidad de Kolmogrov-Smirnov
no demostré una distribucidon de normalidad. Para el anélisis
se utilizd el programa SPSS® version 23.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) para Windows®. Se tomaron como
diferencias estadisticamente significativas aquellas cuyo valor
de p<0.05. Todos los resultados son expresados con un
intervalo de confianza de 95%.

VI. RESULTADOS

No hubo complicaciones transoperatorias ni postoperatorias
en los animales de experimentacion.

Todos los modelos animales fueron sacrificados al dia 14
postoperatorio para la valoracion de adherencias.

El tiempo de intervencion quirdrgica en los modelos
porcinos fue de 28.1+7.0 minutos para el grupo control y
28.7+9.1 minutos para el grupo enoxaparina. Siendo utilizadas
4.1+0.3 ligaduras y 4.3+0.7 para los grupos previamente
descritos.

La Figura 1 muestra los diferentes grados de adherencias
macroscopicas obtenidos en el estudio en el modelo porcino,
encontrando una mayor incidencia de los grados | y Il en el
grupo enoxaparina y los grados I11 'y IV en el grupo control.

La Figura 2 muestra los diferentes grados de adherencias
macroscépicas observados en el modelo murino, en este modelo
también se encontrd una mayor incidencia de grado 1 y 1l en el grupo
enoxaparina y grados I11 y IV en el grupo control.

Grado |

Fig. 2 Grado de adherencias macroscopicas en el modelo murino

El cuadro Il muestra la media y desviacién estandar del
grado de adherencias macroscépicas de ambos modelos
animales, asi como el valor p obtenido por U de Mann-
Whitney para muestras independientes. Ambos modelos
animales mostraron diferencias estadisticas entre sus
respectivos grupos control y enoxaparina, siendo el modelo
porcino el que obtuvo una mayor diferencia estadistica
respecto al grupo control (p<0.001). EI modelo murino
también obtuvo diferencia estadistica significativa (p=0.01),
menor a comparacion del modelo porcino.

Cuadro Il
Grado de adherencias macroscopicas de acuerdo a escala Nair

Control Enoxaparina
Media £ . Sig.
DE Media + DE
Modelo Porcino 3.6+05 14+0.9 <0.001
Modelo Murino 3.8+04 27+05 0.01

En el cuadro IV se muestra la media y desviacion estandar
del grado de adherencias microscopicas en las muestras
tomadas de adherencias de los modelos porcinos y su valor p
obtenido por U de Mann-Whitney para muestras
independientes. Ambos modelos animales presentaron
diferencias estadisticas similares respecto a sus respectivos
grupos control (p=0.003 modelo porcino vs p=0.002 modelo
murino).

Cuadro IV
Grado de adherencias microscépicas en ambos modelos animales
Control Enoxaparina
Media + Media £ DE Sig.
DE
Modelo Porcino 28%05 1.3+0.7 0.003
Modelo Murino 27204 1.2+0.7 0.002

VII. DISCUSION

El desarrollo de las adherencias ha sido estudiado de
manera extensa, pero a la fecha no se ha desarrollado una
estrategia definitiva para prevenir su formacion. [

La génesis mas comun de las APP es por
intervencion quirdrgica en la cavidad peritoneal. En general,
aproximadamente un tercio de los pacientes que se someten a
cirugia abierta abdominal o pélvica serdan readmitidos a
hospitalizacion aproximadamente dos veces en los siguientes
10 afios por condiciones directamente o posiblemente
relacionadas a adherencias. De acuerdo a la literatura el 20%
de las readmisiones se presentan en el primer afio de la
cirugia. M

Se han intentado numerosas estrategias para evitar
formacion de APP, incluidas barreras mecanicas, productos
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quimicos y varias drogas farmacoldgicas sin resultados
definitivos para los humanos.

La idea que al disminuir la formacion de fibrina o limitar su
activacion durante la cascada de la coagulacion se reduce la
formacion de adherencias ha permitido desarrollar diversos
proyectos experimentales, utilizando heparinas de bajo peso
molecular, predominantemente  Nadroparina por Vvia
intraperitoneal (61 y enoxaparina, usando una dosis doble con
respecto a la dosis profilactica, como informé Arikan 7,
quien empled 1 mg / kg, inyectado por via subcutanea durante
7 dias.

En nuestro estudio usamos enoxaparina a dosis de 0.5mg/kg,
debido a que se ha demostrado que esta dosis tiene
propiedades profilacticas dentro de la formacidon de puentes de
fibrina y tiene un menor riesgo de sangrado intraabdominal
como efecto adverso. En este caso se optd por la via
subcutanea debido a que Guzman-Valdivia reportd que por
esta via se tiene un mejor efecto profilactico en la formacion
de adherencias en comparacion con la via intraperitoneal 1,

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran
que en modelos murinos la ministracion de enoxaparina
subcutanea por 7 dias disminuye la formacion de adherencias
a comparacion del grupo control, resultados que son similares
a los reportados por Sharifi, Kement y Turcapar.[tt-2
Guzman-Valdivia reportd que la ministracion de enoxaparina
SC con diclofenaco intra-peritoneal, un antiinflamatorio no
esteroideo el cual inhibe la COX-1 y COX-2, evitando la
sintesis de tromboxanos y prostaglandinas, inhibiendo asi el
proceso de angiogénesis en la formacion de adherencias,
puede ser mas efectiva que la ministracién de enoxaparina por
via subcutanea sola ¥l Kement también reportd que altas
dosis de heparina previenen de mejor manera la formacién de
adherencias, pero el riesgo de sangrado como efecto adverso
aumenta de forma considerable. ('l

En modelo porcino se encontr6 que la enoxaparina también
es efectiva en la prevencién de APP, incluso existe una mayor
significancia estadistica a comparacién del modelo murino.
No se encontraron reportes previos acerca de utilidad de la
enoxaparina como método de prevencién en la formacion de
APP en modelos porcinos en la literatura, motivo por el cual
este trabajo podria adquirir gran importancia.

Dentro de las limitaciones de nuestro estudio encontramos
la imposibilidad de poder medir los niveles de fibrina,
molécula la cual juega un papel importante en la formacion de
APP y es la principal molecula antagonizada por la
enoxaparina, debido al alto costo que se generaria.

VIII.

La enoxaparina es efectiva en la prevencion de las APP en
ambos modelos animales. Estos trabajos pueden ser la base
para en un futuro poder usar este tipo de tratamiento como
profilaxis farmacoldgica en seres humanos, y asi disminuir los
costos generados por una reintervencion quirdrgica o las

CONCLUSIONES
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complicaciones que puedan presentarse por el desarrollo de
adherencias.
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