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USO DE ANTICOAGULANTES PARA PREVENIR EL SINDROME ADHERENCIAL
EN RATONES DE LA CEPA NMRI. ESTUDIO EXPERIMENTAL PRECLINICO

RESUMEN

Las adherencias abdominales implican la activacion del proceso de
coagulacion y una serie de reacciones de activacion de sustratos
enzimaticos que generan la formacion de fibrina a partir de la
activacion del fibrinogeno, por lo que implica complicaciones
como obstrucciones intestinales. Objetivo: Determinar si el uso de
anticoagulantes como la Enoxaparina y Rivaroxaban contribuyen a
evitar el sindrome adherencial en ratones de la cepa NMRI sometidos
acirugia. Metodologia: Estudio experimental concurrente preclinico
con diseno controlado, aleatorizado y doble ciego, realizado en un
modelo animal, con analisis estadistico para determinar la eficacia de
intervenciones farmacologicas. Muestra de 40 ratones cepa NMRI,
divididos en 4 grupos intervenidos quirdrgicamente, a tres grupos se les
aplico protocolo con anticoagulantes y un grupo control no o recibio,
un mes despues fueron reintervenidos para evaluar el impacto en la
generacion de adherencias. Resultados: expresados con estadisticas
descriptivas, porcentuales e inferenciales. Encontrando una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,005) al comparar los grupos casos
(adherencias en 22, 20 y 20% respectivamente) con el grupo control con
100% de adherencias postoperatorias. Conclusiones: el Rivaroxaban
yla Enoxaparina inhiben el proceso adherencial peritoneal postinjuria
en ratones de las cepas NMRI, destacando la efectividad de ambos
anticoagulantes.
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ABSTRACT

Abdominal adhesions involve the activation of the coagulation process
and a series of enzymatic substrate activation reactions that generate
the formation of fibrin from the activation of fibrinogen, leading to
complications such as intestinal obstructions. Objective: To determine
whether the use of anticoagulants such as Enoxaparin and Rivaroxaban
contributes to the prevention of adhesional syndrome in NMRI strain
mice undergoing surgery. Methodology: A preclinical, concurrent
experimental study with a controlled, randomized, double-blind design
was conducted in an animal model, with statistical analysis to determine
the efficacy of pharmacological interventions. The sample consisted
of 40 NMRI strain mice, divided into 4 surgically treated groups; three
groups received a protocol with anticoagulants, and one control group
did not. One month later, the mice underwent a second surgery to
evaluate the impact on the development of adhesions. Results: are
expressed using descriptive, percentage, and inferential statistics. A
statistically significant difference (p < 0,005) was found when comparing
the case groups (adhesions in 22, 20, and 20%, respectively) with
the control group, which showed 100% postoperative adhesions
Conclusions: Rivaroxaban and Enoxaparin inhibit the post-injury
peritoneal adhesion process in NMRI strain mice, highlighting the
effectiveness of both anticoagulants
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INTRODUCCION

Las adherencias abdominales se definen como la formacion
de tejido vascularizado o no que ocurre entre asas intestinales,
peritoneo o la pared abdominal, se atribuye al desequilibrio entre
la fibrinogénesis y la fibrinalisis, relacionada con hipoxia tisular
secundaria a manipulacion del peritoneo, tambien a la respuesta
inflamatoria propia por focos infecciosos que activan la cascada
de la coagulacion condicionando la formacion de fibrina. "

El proceso de coagulacion implica reacciones de activacion
de sustratos enzimaticos que ocurren consecutivamente y van
amplificandose en cada paso. La cascada de la coagulacion se
inicia con la activacion del factor tisular Vlla. La hemostasia se
consolida con la progresiva generacion local de factor X activado
(Xa) y de trombina, que genera la formacion de fibrina a partir
de la activacion del fibrinogeno. El resultado es la generacion
de un coagulo, formado por una red tridimensional de fibrina,
que deja atrapada entre sus fibras a proteinas, agua, sales y
células sanguineas. Y Esta reaccion fisiologica puede llevar a la
formacion de adherencias, que, a su vez, puede desencadenar
complicaciones en los pacientes derivando en intervenciones
quirdrgicas.

El propdsito de este trabajo es revisar los aspectos
fisiopatologicos y definir los puntos que intervienen en la
formacion de las adherencias. Este estudio experimental se basa
en inhibir la via comdn de la cascada de la coagulacion para
reducir la formacion de fibrina y su organizacion, influyendo en
los pasos del proceso. ¥

Las adherencias son responsables aproximadamente del
60 al 70% de los casos obstruccion de intestino delgado y del
40% de todos los casos de obstruccion intestinal 1 En los Estados
Unidos se estiman 300.000 cirugias al afo por esta causa. ' Se
pueden presentar hasta en el 93% de los pacientes sometidos a
intervenciones abdominales o pélvicas abiertas, con una incidencia
menor en laparoscopia. - En nuestro pais no hay informacion
concluyente con respecto a su frecuencia, sin embargo, posterior
a una revision de las estadisticas internas de nuestro servicio de
cirugia en el Hospital Dr. Luis Razetti de Barinas, Venezuela, se
obtuvo gue en 6 meses se intervinieron quirdrgicamente 182
pacientes, de los cuales 90 (49,45%) presentaron adherencias vy
de estos 82 (9219%) tenian cirugias previas. Estas cifras respaldan
el impacto negativo sobre la salud de nuestros pacientes y la
afirmacion de que esta condicion representa una carga financiera
considerable para nuestro sistema de salud publica, por esta razon
basandonos en la fisiopatologia de las adherencias y la cascada
de la coagulacion, se realiza estudio experimental con el uso de 2
tipos de anticoagulantes en ratones de la cepa NMRI para prevenir
la formacion de estas, con la esperanza de que sirva como base
para iniciar una linea de investigacion que permita justificar el
uso de estos medicamentos en humanos con el fin de evitar la
formacion de adherencias y sus consecuencias.

MATERIALES Y METODOS

Se desarrolld un estudio experimental concurrente preclinico
con diseno controlado, aleatorizado y doble ciego, realizado en
un modelo animal, con analisis estadistico para determinar la
eficacia de intervenciones farmacologicas. La poblacion de estudio
estuvo conformada por 40 ratones macho en edad adulta conun
peso entre 23 a 43 gr, de la cepa NMRI considerados capaces de
generar adherencias. Enlafase 1 fueron divididos en 4 grupos de
10 individuos seleccionados de forma aleatoria (sin participacion
de los autores), de estos, 3 grupos fueron expuestos al protocolo
con anticoagulantes y 1 no expuesto (grupo control), quedando
conformados de la siguiente manera, Grupo A: sin administracion
de anticoagulante ni antes ni despues de la cirugia. Grupo B:
administracion de Enoxaparina 24 horas previas a la cirugia y
posterior cada 24 horas por 5 dias. Grupo C: administracion de
Rivaroxaban 24 horas previas a la cirugia y posterior cada 24 horas
por 5 dias. Grupo D: administracion de Rivaroxaban posterior
a la crugia cada 24 horas por 5 dias. La dosis de Enoxaparina
fue de 1,5 mg/kg/dia como dosis media, aplicada subcutanea
y la dosis de Rivaroxaban fue de 1 mg via oral para 24 horas.
Todos los animales se alojaron en jaulas de acero inoxidable
convencionales en un ambiente controlado con temperatura de
25+2°C, humedad relativa 55% y ciclo de luz/oscuridad de 12:12
horas en el Bioterio Central de la UCLA - Barquisimeto. En la fase
2 se indujo la formacion de adherencias practicando laparotomia
en todos los roedores con despulimientos de asas intestinales v
peritoneo con gasas, asi como, lavado de la cavidad con solucion
fisiologica. Todas las cirugias fueron realizadas por los autores en
el area quirdrgica del Hospital \VVeterinario Dr. Humberto Ramirez
Daza, cumpliendo las normas de esterilidad, asepsia y antisepsia,
con la asesoria de medicos veterinarios calificados, aplicando
anestesia general inhalatoria, profilaxis antibiotica y manejo del
dolor. (Fotos 1y 2) Enla fase 3 se evaluo el efecto inhibitorio de
la formacion de adherencias practicando nueva laparotomia al
mes de iniciada la terapia, identificando parametros simples como
la presencia o no de adherencias laxas o firmes. (Fotos 3y 4) La
medicion se realizo a traves del coeficiente de correlacion de
Pearson y Chi cuadrado para el procesamiento de los datos con
estadisticas descriptivas, porcentuales e inferenciales. Se utilizo el
programa SPSS Statistics, version 20.0 IBM 2010.

Foto 1. Roedor cepa NMRI anestesiado
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Foto 4. Cavidad sin adherencias

El objetivo general de este estudio es determinar la efectividad
de los anticoagulantes para evitar el sindrome adherencial en
ratones de la cepa NMRI sometidos a cirugia, planteado las
siguientes hipotesis: De trabajo (H 1) “La efectividad del tratamiento
con Rivaroxaban es superior que con la administracion de
Enoxaparina en el post operatorio tardio de roedores evitando
la formacion de adherencias” Hipotesis Nula (HO) “La efectividad
del tratamiento con Rivaroxaban no es superior que con la
administracion de enoxaparina en el post operatorio tardio de
roedores evitando la formacion de adherencias”y “El tratamiento
con Rivaroxaban y con enoxaparina en el post operatorio tardio

de roedores no tienen efectividad para evitar la formacion
de adherencias” Hipotesis alterna (Ha) “La efectividad del
tratamiento con Rivaroxaban es igual que con la administracion
de Enoxaparina en el post operatorio tardio de roedores evitando
la formacion de adherencias”

RESULTADOS

En relacion con la presencia o no de adherencias firmes
0 laxas como hallazgo quirdrgico en la segunda cirugia, los
resultados son los siguientes: en el grupo A o grupo control (sin
administracion de anticoagulante ni antes ni después de la cirugia)
los 10 ratones presentaron adherencias, 10 que representa un
100%. En el grupo B (administracion de Enoxaparina 24 horas
previas a la cirugia y cada 24 horas posterior a la cirugia por 5
dias) uno de los especimenes fallecio antes del procedimiento,
2 presentaron adherencias (22%) y 7 no las presentaron (77%).
En el grupo C (administracion de Rivaroxaban 24 horas previas
a la cirugla y cada 24 horas posterior a la cirugia por 5 dias) 2
presentaron adherencias (20%) y 8 no (80%). En el grupo D
(administracion de Rivaroxaban cada 24 horas despues de la
cirugia por 5 dias) 2 ratones con adherencias que representa un
20% y 8 sin ellas que seria un 80%. (Tabla 1)

Tabla 1. Distribucion de los resultados. Grupos
expresados en frecuencias y porcentajes

Grupos Pardmetro Frecuencia Porcentaje
Sin Adherencia 0 0%

Grupo A Con Adherencia 10 100%
Total 10 100%
Sin Adherencia 7 1%

Grupo B Con Adherencia 2 22%

[Tota 9 100%

Se aplicaron pruebas estadisticas inferenciales para evaluar
la asociacion entre la administracion de anticoagulantes y
la presencia de adherencias peritoneales en los diferentes
grupos experimentales. Se establecio un nivel significancia de
p <0,05, la prueba de Chi-cuadrado evidencio una diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos (X2 = 18,687, gl
=5 p =00015), lo que indica que el uso de anticoagulantes
(Enoxaparina y Rivaroxaban) esta significativamente asociado
con una menor formacion de adherencias, en comparacion
con el grupo control. Adicionalmente, el coeficiente de
correlacion de Pearson mostro una relacion inversa significativa
entre la administracion de anticoagulantes vy la presencia de
adherencias (p = 0,001), reforzando los hallazgos obtenidos
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mediante la prueba de Chi-cuadrado. Esto sugiere que, a mayor
uso de anticoagulantes, menor es la incidencia de adherencias
peritoneales postquirurgicas. Se realizd una comparacion
estadistica entre los grupos que recibieron anticoagulantes (Grupo
B: Enoxaparina; Grupo C: Rivaroxaban pre y postoperatorio;
Grupo D: Rivaroxaban solo postoperatorio) mediante la prueba
de Chi-cuadrado. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la proporcion de adherencias entre los tres
grupos (X? = 0.019;, gl = 2, p = 0.9907). Estos resultados indican
que tanto la Enoxaparina como el Rivaroxaban, en sus diferentes
esguemas de administracion, presentan una eficacia comparable
en la reduccion de adherencias peritoneales postoperatorias en
ratones de la cepa NMRI.

DISCUSION

Este estudio experimental se desarrolld en ratones de la cepa
NMRI, justificado en las conocidas similitudes entre las cavidades
abdominales de estos vy las de los seres humanos, ya que todos
los vertebrados tienen tractos digestivos musculares, tubulares,
revestidos de células epiteliales que utilizan enzimas digestivas y
transportadores relacionados, controlando el proceso digestivo
mediante hormonas y el sisterma nervioso que esta organizado
de manera similar, sin embargo, pueden diferir, pero la estructura
macroscopica y los bloques de construccion para la digestion
son semejantes. ('Y

Las adherencias postoperatorias en pacientes con
antecedentes quirurgicos, son un problema frecuente en
la practica médica actual, gue se asocia mas a las cirugias
convencionales o abiertas que a las laparoscopicas, 7 Su
periodicidad general en procedimientos abdominales esta
cercana al 54% pero puede ser mayor en los gastrointestinales
66%, I''12ly no esta exenta de mortalidad, 9,6% en general, pero
esta cifra puede aumentar si el paciente requiere resecciones
quirdrgicas a 15,1% y hasta un 18,4% en edades adultas. '°!
Siendo estas afirmaciones justificaciones validas para realizar el
presente estudio, en pro de buscar alternativas para su futura
prevencion en humanos.

Nuestros resultados indican que el uso de anticoagulantes
(Enoxaparina y Rivaroxaban) se asocian a una menor formacion
de adherencias, en comparacion con la no utilizacion de estos
en ratones de la cepa NMRI. Coincidiendo con otros estudios
realizados como el de Guzman-Valdivia y colaboradores, ' trabajo
experimental en modelo animal que determino que las dosis de
Enoxaparinade 0,5 a 1,5 mg/kg/dia subcutaneo aplicadas a ratas
hembra de la cepa Sprague-Dawley, se considerd como el rango
terapeéutico optimo para prevenir las adherencias sin aumentar
de forma considerable el riesgo de sangrado. Esto justifico el
uso de la dosis seleccionada en presente estudio, coincidiendo
plenamente con sus resultados. Hallazgos similares fueron los
obtenidos por Linares-Rivera y colaboradores, ' en ratas de la
misma cepa y puercos Yorkshire/Landrace, concluyendo que la
Enoxaparina a dosis de 0,5 mg/kg/dia reduce significativamente

la formacion de adherencias abdominales postoperatorias,
tanto macroscopicas como microscopicas, en modelos murino 'y
porcino, con mejor efecto observado en el modelo porcino. En
cuanto al mecanismo de accion por el cual ocurre esto, se intuye
que los farmacos capaces de modular la fibrindlisis (equilibrando
la formacion vy lisis de fibrina) pueden prevenir la formacion de
adherencias. " Asf pues, la Enoxaparina se une a la antitrombina
Il (ATHI) potenciando el efecto inhibitorio del factor Xa libre de
la cascada de coagulacion bloqueando la formacion de fibrina,
componente esencial en el inicio de las adherencias. !'#'*15 Por
otra parte, la reduccion de fibrina tambien disminuye la formacion
de fibroblastos, colageno y la angiogénesis que perpetuan la
formacion de tejido adherencial, ' por lo que asumimos que el
ambiente proinflamatorio se ve parcialmente contenido.

Con relacion al Rivaroxaban, su mecanismo de accion
difiere de la Enoxaparina, ya que este no se une a la AT, sino
directamente y de forma reversible al sitio activo del factor Xa, tanto
en su forma libre como unido al complejo protrombinasa. ['¢!7)
Por lo que consideramos que ejerce su accion sin mediadores. En
la actualidad no hay evidencia cientifica publicada que respalde
SuU uso en la prevencion de adherencias en modelos animales o
humanos. Sin embargo, inferimos que ambos farmacos actuan
sobre sus respectivas dianas de forma directa, o que inhibe la via
extrinseca e intrinseca de la cascada de la coagulacion y de esta
manera no hay conversion de fibrindgeno en fibrina, previniendo
la formacion de adherencias. Asi pues, los resultados del presente
estudio se encuentran justificados por la accion farmacologica de
ambos medicamentos sobre este mecanismo, cuya activacion
es la genesis fisiopatoldgica confirmada de la formacion de
adherencias intrabdominales, junto a las citocinas y dano a las
celulas mesoteliales. &'

Al comparar exclusivamente los grupos tratados con
anticoagulantes (Grupos B, C y D), los analisis estadisticos no
evidenciaron diferencias significativas en cuanto a la proporcion
de adherencias entre ellos (x? = 0.019;, gl = 2, p = 0.9907). Por
tanto, la hipotesis de trabajo (H1) que sugeria una superioridad
del Rivaroxaban sobre la Enoxaparina no pudo ser confirmada.
En su lugar, los datos respaldan la hipotesis alterna (Ha), que
plantea gue ambos farmacos presentan eficacia comparable en
la inhibicion del proceso adherencial postquirdirgico.

Este estudio logra la formacion de adherencias intraabdominal
post injuria quirdrgica en la poblacion de ratones cepas NMR],
luego de un arduo y prolongado procesamiento que involucra
obtener animales sensibles a la formacion de estas, ya que tienen
un mecanismo de reparacion mesotelial impresionante, (20)
brindando enfoque y respaldo al trabajo. Ademas, encontramos
una respuesta adherencial permanente ante su verificacion al
mes de la induccion en el grupo control.

En la actualidad no existe suficiente evidencia en seres
humanos, que muestre alguna estrategia que realmente
funcione, para prevenir esta consecuencia postquirurgica. (121221
Sin embargo, a nivel de experimentacion animal, hay estudios
prometedores al respecto, que ha futuro podrian ser aplicados
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en humanos, entre ellos los que utilizan anticoagulantes como
el que acéa presentamos.

CONCLUSION

El presente estudio demuestra que el uso de anticoagulantes
como la Enoxaparinay el Rivaroxaban reduce significativamente la
formacion de adherencias intrabdominales en ratones de la cepa
NMRI sometidos a cirugia. Ambos farmacos actuan sobre la via
comun de la cascada de la coagulacion, bloqueando la formacion
de fibrina, sustancia clave en la genesis del tejido adherencial.
Estos hallazgos, respaldados por resultados estadisticamente
significativos, permiten inferir que la modulacion farmacolégica
del equilibrio coagulacion/fibrindlisis podria representar una
estrategia eficaz en la prevencion del sindrome adherencial. Sibien
se requieren mas estudios para validar su aplicacion en humanos,
esta investigacion ofrece una base experimental solida para futuras
lineas de desarrollo terapeutico en este campo.

Aspectos éticos. Este estudio se rigio por los principios
bioéticos internacionales para la experimentacion con animales,
asi como por la Ley para la Proteccion de la Fauna Domeéstica
Libre y en Cautiverio, seguin lo establecido en la Gaceta Oficial de
la Republica Bolivariana de Venezuela. Dicha legislacion permite
el uso de animales con fines de investigacion cientifica cuando
este sea necesario para el estudio, diagnostico, prevencion
o tratamiento de enfermedades, siempre que cuente con la
debida autorizacion de la autoridad competente. ASimismo, se
declara gue se siguieron todas las normas institucionales y/o
nacionales aplicables para el cuidado y uso de animales de
laboratorio, garantizando su bienestar durante todo el desarrollo
del experimento.
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