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Resumen

Objetivo: valorar el efecto del dcido hialurdnico
(AH) sobre el desarrollo de adherencias postope-
ratorias en modelos de peritonitis en ratas.

Materiales y métodos: se utilizaron 70 ratas cepa
Wistar en las que se disenaron dos grupos de es-
tudio: A) peritonitis bacteriana mediante ligadura y
puncion cecal y B) peritonitis fisica mediante abra-
sidn cecal. Ambos grupos se subdividieron en dos
subgrupos: subgrupo 1) con suero fisioldgico in-
traperitoneal y subgrupo 2) con instilacion de AH
en la cavidad peritoneal. Fueron sacrificadas a los
21 dias valordndose en forma ciega numero, grado
y topografia de adherencias peritoneales y la pre-
sencia de abscesos. Se ultilizé el test de Mann-
Whitney y de ANOVA para valorar el grado y la
diferencia en el numero de adherencias, respecti-
vamente.
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Resultados: se observé una menor frecuencia en
numero y grado de adherencias en los subgrupos
tratados con AH, siendo los resultados estadisti-
camente significativos.

Conclusiones: se demuestra la eficacia del AH
en el control del desarrollo de adherencias posto-
peratorias secundarias a peritonitis bacterianas y
fisicas en las ratas en lo que se refiere al numero
y severidad de las mismas.
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Abstract

Objetive: evaluation of the effect of hyaluronic acid
(HA) on the development of postoperative aghe-
rences in peritonitis models in rats.



Efecto del dcido hialurdnico sobre el desarrollo de adherencias postoperatorias intraperitoneales en la rata

Materials and methods: 70 rats of the Wistar spe-
cies were employed, within which two study groups
were designed: A) bacterial peitonitis through liga-
ture and caecal puncture; and B) physical peritoni-
tis through caecal abrasion. Both groups were divi-
ded into two subgroups: subgroup 1) with intraperi-
toneal physiologic serum and subrgroup 2) with ins-
tillation of HA into the peritoneal cavity. All were
sacrificed at 21 days where peritoneal adherence
topography and degree were evaluated through the
blind technique and abscesses were found. Mann-
Whitney’s test and ANOVA were used in determi-
ning, respectively, degree and difference in the num-
ber of adherences.

Results: adherences proved to be fewerin number
and degree in the subgroups treated by HA, resul-
is being significant.
Conclusiens: The efficacy of HA in control and
development of postoperative adherences secon-
dary to bacterial and physical peritonitis in rats,
concerning their number and severity, was thus
proven.
Key words:
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Introduccién

Lareaccidn plastico adherencial del peritoneo,
clasicamente denominada peritonitis plastica ad-
herencial, es el resultado de un fendmeno bioldgi-
coadquirido que puede desencadenarse como res-
puesta a distintos mecanismos de injuria de la ca-
vidad peritoneal siendo las peritonitis bacterianas
y fisicas las etiologias mas frecuentes!" 4. Por lo
tanto, habitualmente se trata de un fendmeno
postoperatorio.

Siguiendo la escuela francesa existen dos for-
mas anatémicas de reaccion plastico adherencial
del peritoneo -bridas y adherencias- que habitual-
mente se entremezclan. La brida es una ldmina o
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cilindro de tejido fibroso de algunos milimetros a
varios centimetros de longitud, que se extiende
entre dos estructuras anatomicas intraperitonea-
les cualesquiera de ellas (visceras huecas o maci-
zas, mesos, epiplon mayor y peritoneo parietal).
La adherencia es el acolamiento extra-anatomico
de caracter fibroso o fibrinoso, que aparece como
una adhesion firme o laxa, con vascularizacion o
no, que ocurre entre visceras o entre ellas y el
peritoneo parietal® ®. Existen también bridas y
adherencias congénitas que como se vera no ha-
cen a los propdsitos de este estudio, por lo que no
se consideraran.

Debido a que la distincion entre adherencia y
brida es meramente morfologica y ambas son dos
manifestaciones de un mismo proceso, para no caer
en confusiones, denominaremos de aqui en mas a
la reaccion plastico adherencial del peritoneo sim-
plemente como adherencias intraperitoneales.

Las adherencias intraperitoneales pueden ser
congénitas o adquiridas. Estas tltimas pueden ser
secundarias a inflamacion, trauma o cirugia. La
mayor proporcidn de €stas son adquiridas como
resultado del proceso inflamatorio peritoneal que
se desencadena como respuesta a la injuria. Las
causas mas frecuentes de injuria peritoneal, estan
constituidas por las peritonitis bacterianas, secun-
darias a procesos infecciosos abdominales y las
peritonitis fisicas, generalmente secundarias al trau-
ma peritoneal que se genera durante distintos pro-
cedimientos quirirgicos realizados en la cavidad
peritoneal®. No todas las intervenciones quirargi-
cas tienen la misma frecuencia en la formacién
de adherencias, ni todos los compartimentos del
abdomen se comportan igual. El compartimiento
inframesocdlico sufre mas adherencias que el su-
pramesocolico y las intervenciones quirurgicas que
mas frecuentemente estan involucradas en la for-
macién deadherencias clinicamente significativas
son las cirugias abdominales y pélvicas, tanto elec-
tivas como de urgencia: laparotomias por peritoni-
tis localizada o difusa, independientemente de su
etiologia, apendicectomia, cirugia colorrectal y gi-
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necologica”. Otras causas de formacion de ad-
herencias intraperitoneales de menor frecuencia
son endometriosis intraperitoneal, pelviperitonitis
de tratamiento médico como la enfermedad infla-
matoria pélvica, enfermedad inflamatoria intesti-
nal, dialisis peritoneal, radioterapia y quimiotera-
piaintraperitoneal. No debemos olvidar los oblitos
operatorios y la introduccion de sustancias irritati-
vas o cuerpos extrafios dentro de la cavidad peri-
toneal como el talco de los guantes!” ',

Desde los comienzos de la historia de la medici-
na los hombres han tenido que confrontar la exis-
tencia de las peritonitis. Sin embargo no es hasta el
desarrollo de la cirugia moderna, que permitio la
sobrevida suficientemente prolongada de los pacien-
tes con peritonitis, que surge el problema de las
adherencias intraperitoneales postoperatorias".

Los antiguos egipcios!'? describieron adheren-
cias pélvicas severas en un paciente aunque no
sugirieron ningun tratamiento. Hunter en el siglo
XVIII hace referencia a la presencia de adheren-
cias intraperitoneales, pero recién a fines del siglo
XIX, con el auge de la cirugia abdominal y pélvi-
ca, se comienzan a utilizar agentes destinados a
evitar su formacion®,

Muller en 1886 y Malcom en 1889 describie-
ron el uso de soluciones salinas para hacer «flo-
tar» los intestinos. En 1892 se introdujo la fibrosi-
lina, pero no fue efectiva y rapidamente cayo en
desuso®. En 1911 Kunn sugirié el uso de glucosa
hipertonica en forma experimental con malos re-
sultados®?.

En nuestro medio Pratt!> hace referencia a
las bridas como causa de oclusion intestinal. Pi-
quinela"®'? en su publicacion sobre la operacion
de Noble, resalta la importancia clinica de las ad-
herencias peritoneales y la existencia de multiples
métodos utilizados para prevenirlas. Concluye que
frente al fracaso de todos los métodos médicos y
quirurgicos disponibles, la operacion de Noble
constituye el tratamiento ideal para los pacientes
intervenidos por adherencias peritoneales. La idea
fundamental de este procedimiento no es impedir
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la formacion de adherencias sino que éstas se for-
men en forma ordenada y controladas sin compli-
caciones a largo plazo. En 1962 Yodice!'® hacia
referencia a la formacion de adherencias intrape-
ritoneales luego de la cirugia, haciendo hincapié
en la importancia del epiplén mayor en la forma-
cion de adherencias.

A lo largo del ultimo siglo una amplia variedad
de sustancias se utilizaron con el fin de disminuir
la formacion de adherencias postoperatorias in-
cluyendo peritoneo de tiburon, aceites varios, la-
nolina,membranaamniotica’'®, dextran 701, cor-
ticosteroides®®, heparina®®" y factor activador del
plasminogeno®®?, entre otros. Sin embargo su uso
no ha sido aceptado principalmente por sus efec-
tos secundarios indeseables!® 22,

Boys®® discrimina las conductas destinadas a
prevenir la formacion de adherencias intraperito-
neales en S tipos: 1) limitar la injuria peritoneal, 2)
prevenir la coagulacion del exudado fibrinoso re-
sultante de la lesion, 3) remocion de la fibrina, 4)
mantenimiento de las superficies peritoneales se-
paradas hasta que se produzca su mesotelializa-
ciony 5) inhibicion de la proliferacion fibroblasti-
ca una vez que ésta se inicia. Estos objetivos con-
tinlian siendo la base de investigaciones actuales
sobre la prevencion de las adherencias peritonea-
les.

Los métodos de prevencion para la formacion
de adherencias se pueden clasificar en fisicos,
quimicos y de barrera. El método fisico conside-
rado mas efectivo es minimizar el trauma quirtr-
gicoeligiendo, siempre que sea posible, cirugia de
minimo acceso, laparascopica o endoscopica® 2,
Ellis®, sugiere en su revision que la mejor forma
de prevenir las adherencias consiste en minimizar
el trauma quirurgico manipulando cuidadosamen-
te los tejidos evitando la exposicion innecesaria, la
desecacion, las temperaturas muy calientes o muy
frias, la isquemia, los cuerpos extrafios como el
talco y los materiales de sutura no absorbibles,
dejando las areas de serosa denudada abiertas,
colocando el epiplon mayor detras de la pared
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anterolateral del abdomen alejando las visceras de
laincision. El advenimiento de la cirugia laparos-
copica, minimamente invasiva podria disminuir la
incidencia de adherencias. La reduccion del trau-
ma intestinal por manipulacidn innecesaria, la po-
sibilidad de evitar heridas peritoneales importan-
tes y la exclusion de material extrafio como gasas
y compresas dentro de la cavidad peritoneal dis-
minuirian la formacion de adherenciascomolo han
demostrado diversos estudios experimentales en
animales® 2", Sin embargo los resultados de un
estudio multicéntrico retrospectivo indican que el
uso de la cirugia laparoscépica no evita el desa-
rrollode adherencias intraperitoneales y sus com-
plicaciones relacionadas®®).

Los métodos quimicos incluyen sustancias y
medicamentos administrados por via parental o
topica, o por ambas a la vez. Los anticoagulantes,
corticoides, fibrinoliticos, dextran 70 y cido hialu-
rénico1*22 2939 son ejemplo de algunos de ellos.

En 1972y 1973 en el Departamento Basico de
Cirugia de la Facultad de Medicina, se realizaron
estudios experimentales sobre el papel de las su-
perficies desperitonizadas en la formacion de ad-
herenciasy el ensayo de un tratamiento profilacti-
co antiadherencial, utilizando Trasylol® (un inhibi-
dor de la calicreina) intraperitoneal y papaina.
Concluyeron que frente a una superficie desperi-
tonizada es preferible no suturarla y que el
Trasylol® esun agente eficazen la prevencion de
adherencias sin efectos indeseablest®* 3.

Los métodos de barrera tienen como objetivo
separar una superficie peritoneal traumatizada de
otra, impidiendo suaposicion y la consiguiente ci-
catrizacion adherencial durante el tiempo requeri-
do para la reepitelializacion peritoneal. Se desta-
can entre otros una membrana bioabsorbible com-
puesta de acido hialuronico y carboximetilcelulo-
sa (Seprafilm®)©@”y una membrana absorbible de
celulosa oxidada (Interceed®)©®,

Durante los afios 90 en el Departamento Basi-
co de Cirugia se realizaron las ultimas experien-

cias en animales sobre la formacion de adheren-
cias, vinculadas con el uso de mallas protésicas
tanto parareparacion parietal como proteccion de
suturas digestivas®®4h,

Los estudios epidemioldgicos han documenta-
do el impacto de las adherencias intraperitonea-
les. Suincidenciaesta infraestimada ya que la pre-
sencia de adherencias solo puede ser documenta-
da reabriendo la cavidad abdominal. Ademas, los
sintomas pueden tomar varios afios en manifes-
tarse. Sin embargo numerosos autores han reali-
zado estudios con el fin de analizar la incidencia 'y
las complicaciones de las adherencias intraperito-
neales.

En 1973 Weibel y Majno realizaron una serie
postmortem con el fin de valorar la incidencia de
adherencias intraperitoneales, encontrandose ad-
herencias en el 28% en sujetos que no sufrieron
intervenciones quirrgicas. La incidencia de ad-
herencias post-quirtrgicas fue del 67% de los su-
jetos sometidos a cirugia abdominal menor y del
76% de los sujetos sometidos a cirugia mayor. En
sujetos sometidos a multiples operaciones abdo-
minales, la incidencia de adherencias alcanzé al
93% de los casos“?. Un estudio retrospectivo de
4 afios en pacientes realizado en la Escuela de
Medicina de Westminster en Londres, encontrd
que en 115 pacientes no sometidos a cirugia abdo-
minal el 10,4% tenian adherencias (9,6% inflama-
torias y 0,9% congénitas). Los 210 pacientes so-
metidos a cirugia abdominal eran portadores de
adherencias en el 94,3% de los casos (92,9% posto-
peratorias, 1% inflamatorias y 0,5% congénitas).®

En una revision de un periodo de 25 afios las
complicaciones relacionadas a las adherencias
peritoneales fueron las responsables del 0,9% de
28.297 admisiones quirurgicas y 3,5% de 4.502
laparatomias.*¥

Las principales consecuencias de las adheren-
cias peritoneales son la oclusion intestinal, la esteri-
lidad en lamujer, el dolor pélvico crénico y la difi-
cultad para realizar futuras operaciones abdomino-
pélvicas. Hasta 1932 las adherencias fueron res-
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ponsables del 7% de las oclusiones intestinales en
el Reino Unido™). En 1934 en Estados Unidos la
incidencia de oclusion intestinal debida a adheren-
cias alcanzo el 27%*). Actualmente en los paises
desarrollados las adherencias constituyen la prime-
ra causa de oclusion intestinal siendo responsables
del 35% de las oclusiones y si se considera solo el
intestino delgado alcanza el 70%!" 4. Este suceso
esta claramente asociado a un aumento de las ciru-
gias abdominales a lo largo de las tltimas décadas.
Stewart“® y Menzies*®) realizando seguimiento
prospectivo de pacientes sometidos a laparatomias
encontraron que al mes de la cirugia el 0,5% desa-
rrollaron una oclusién intestinal, nimero que aumen-
ta al 1% al ailo. Una revision de la mayoria de las
series publicadas revela que el 20% de las oclusio-
nes intestinales por adherencias suceden dentro del
primer mes siguiente a la cirugia y otro 30% dentro
del primer afio. En los siguientes 5 afios otro 25%
de los pacientes sufren una oclusion intestinal y
dentro de los 5 a 25 aiios posteriores a la cirugia el
restante 25%.¢“7)

Entre el 36 al 60% de los pacientes que se pre-
sentan con oclusion intestinal por adherencias re-
quieren cirugia®®. Ademas luego de una cirugia
de lisis de las adherencias la incidencia de oclu-
sion intestinal recurrente alcanza del 11 al 21%“,

En pacientes sometidos a cirugia colorrectal,
laincidenciadereoperaciones dentro de los 2 afios
es alta, estimandose que el 20% tienen un proce-
dimiento quirtrgico colorrectal posterior para el
restablecimiento del transito intestinal. Ademas
entre el 2,5 al 5% de los pacientes deben ser so-
metidos a cirugia por oclusion intestinal®?,

La presencia de adherencias peritoneales au-
menta la complejidad, el riesgo y las complicacio-
nes durante cirugias subsecuentes. Los cirujanos
deben invertir un tiempo considerable para liberar
las adherencias antes de que el nuevo procedi-
miento quirdrgico pueda ser realizado. Esto puede
prolongar el tiempo de recuperacion y aumenta el
riesgo, costo y complejidad del procedimiento. Un
estudio mostro una tasa del 19% de perforaciones

del intestino delgadodurantereoperaciones, tenien-
do los pacientes complicaciones postoperatorias
mayormente significativas®?,

Si las adherencias involucran los ovarios o las
trompas de Fallopio, pueden causar infertilidad,
siendo responsables de hasta el 20% de los ca-
sos". Las adherencias postoperatorias son res-
ponsables del 20 al 50%" de los casos de dolor
crénico abdominal y pélvico que se debe a trac-
cion de los nervios o a la distension de una parte
parcialmente obstruida de los intestinos. Sin em-
bargo no todas las adherencias generan dolor®?,

‘Los costos socioecondmicos relacionados con
las adherencias intraperitoneales son muy impor-
tantes. El estudio escocés SCAR que analizo en
formaretrospectivalas readmisiones durante 1996
mostro que el 5,7% del total de las mismas se de-
bian a complicaciones relacionadas con la presen-
cia de adherencias®”. Un estudio realizado por
Ray y colaboradores reveld que en los EE.UU. se
requirieron aproximadamente 948.000 dias de hos-
pitalizacion durante el afio 1988 para el tratamien-
to de las adherencias, con un costo de 1.8 billones
de dolares®. Una década después Medicare pagd
una cifra de 3.22 billones/afio por el tratamiento
de las complicaciones relacionadas con las adhe-
rencias®, Es interesante que el aumento del uso
de la cirugia laparoscdpica no ha disminuido en
forma significativa los costos de salud.

Por todas estas razones de costos socioecono-
micos y de salud, seria importante contar con pro-
cedimientos o agentes realmente efectivos en la
prevencion de la formacion o desarrollo de adhe-
rencias intraperitoneales, en situaciones clinicas
bien identificadas.

En la Gltima década se han centrado los estu-
dios en la eficacia del acido hialuronico en la pre-
vencion de adherencias. Se ha demostrado su efec-
to beneficioso en las peritonitis fisicas, estando atin
en estudio sus efectos en peritonitis de origen bac-
teriano®-3%, Continuando una linea de investiga-
cion ya iniciada en el Departamento Basico de
Cirugia en la década de 1970, y atendiendo a es-
tas ultimas comunicaciones, se disefio un estudio



Efecto del acido hialuronico sobre el desarrollo de adherencias postoperatorias intraperitoneales en la rata

para valorar el efecto del acido hialurdnico en el
control del desarrollo de adherencias intraperito-
neales postoperatorias en modelos experimenta-
les de peritonitis fisicas y bacterianas en la rata.

Materiales y métodos

Se utilizaron 70 ratas cepa Wistar de ambos
sexos, cuyo peso oscild entre 250 y 300 gramos.
Se confeccionaron dos grupos: peritonitis bacte-
riana mediante un modelo de ligadura y puncion
cecal® y peritonitis fisica por abrasion cecal®®.
La aleatorizacion se realizé utilizando un protoco-
lo preestablecido. Los procedimientos quirurgicos
se realizaron de acuerdo a las recomendaciones
del cédigo de proteccion animal siendo interveni-
dos en condiciones de asepsia quirtrgica, bajo
anestesia general por inhalacion de éter sulfiirico.

Grupo A: Peritonitis Bacteriana (n=40).
Mediante una laparotomia mediana de 4 cm. de
longitud se abord¢ la cavidad peritoneal. Previo
llenado del ciego con heces por expresion digital
del colon, se procedi6 a su ligadura por debajo de
la valvula ileocecal con poliglactina 910 3-0, te-
niendoespecialcuidado de no dafiar su vasculatu-
ra, puncionandolo posteriormente en el borde an-
timesentérico con aguja 18G. Se realizo el cierre
de la laparotomia en 2 planos con nylon 3-0. To-
dos los animales fueron colocados en jaulas meta-
bolicas controlando la ingesta de liquidos, alimen-
tos y sus emuntorios.

A las 24 horas fueron reintervenidos, realizan-
dolavado peritoneal con 10 ml de suero fisioldgi-
coy reseccion del ciego y ultima asa ileal. Se res-
tablecio el transito digestivo mediante anastomo-
sis ileocdlica termino-terminal en monoplano con
surget de poliglactina 910 6-0. En este momento
se procedio a la asignacion de los animales en for-
ma aleatoria en 2 subgrupos:

* SubgrupoA : Una vez suturada la laparotomia
mediana, antes de anudar el surget, a través
de la comisura superior se instilaron 8§ ml de
suero fisioldgico en la cavidad peritoneal.
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* Subgrupo A,: Una vez suturada la laparotomia
mediana, antes de anudar el surget, a través
de la comisura superior se instilaron 8§ ml de
solucion de acido hialurénico al 0.4% (Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO. USA) en la ca-
vidad peritoneal.

El cierre de la laparotomia se realizd en 2 pla-
nos con surgetde nylon 3-0. Se realizd reposicion
hidroelectrolitica con 10 ml de suero fisioldgico
subcutaneo y Ampicilina Sulbactam 100 mg/kg i/
m en monodosis. Todos los animales se dejaron
en observacion en jaulas metabolicas, controlan-
do los signos vitales y sus emuntorios durante las
24 horas posteriores a la cirugia.

Grupo B: Peritonitis Fisica (n=30). Mediante
una laparotomia mediana de 4 cm. de longitud se
abordo la cavidad peritoneal. Se procedid a la abra-
sion cecal por frotacion del ciego con gasa embe-
bida en suero fisioldgico, mediante 20 frotaciones
en la cara ventral y 20 en cara dorsal (distal a
valvula ileocecal) generando en la serosa un as-
pecto hiperémico y depulido. En este momento se
procedio a la asignacion de los animales en forma
aleatorizada en 2 subgrupos:

* Subgrupo B,: Una vez suturada la laparotomia
mediana, antes de anudar el surget, a través
de la comisura superior se instilaron § ml de
suero fisioldgico en la cavidad abdominal.

* Subgrupo B,: Una vez suturada la laparoto-
mia mediana, antes de anudar el surget, a tra-
vés de la comisura superior se instilaron § ml
de solucién de acido hialurénico al 0.4% en la
cavidad abdominal.

El cierre de la laparotomia se realizé en 2 pla-
nos con surget de nylon 3-0. Se realizd reposicion
hidroelectrolitica con 10 ml de suero fisiologico
subcutaneo y Ampicilina Sulbactam 100 mg/kg i/
m en monodosis. Todos los animales se dejaron
en observacion en jaulas metabdlicas, controlan-
do los signos vitales y su diuresis durante las 24
horas posteriores a la cirugia.

El tiempo de evolucion establecido fue de 21
dias. Se reabord¢ la cavidad abdominal mediante
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laparotomia paramediana izquierda utilizandose
como criterios de juzgamiento principales el ni-
mero y grado de las adherencias peritoneales.

La respuesta plastico adherencial se valord en
forma ciega, siempre por el mismo observador,
segun escore anatomopatoldgico macroscopico,
descrito por Zuhlke y colaboradores***%: Grado
0: Ausencia de Adherencias; Grado 1: Adheren-
cias laxas, facilmente separables; Grado 2: Adhe-
rencias laxas cuya separacion fue necesaria por
diseccion roma; Grado 3: Adherencias firmes (fi-
brosas), dificiles de disecar; Grado 4: Adheren-
cias firmes (fibrosas) imposibles de disecar sin
desperitonizar las superficies.

Se valoré ademas la presencia de abscesos in-
traperitoneales y la topografia de las adherencias.
Posteriormente los animales fueron sacrificados por
sobredosis anestésica con éter sulflrico.

Para el andlisis del grado de adherencia entre
los subgrupos se utilizd el Test de Mann-Whitney
y el Test de ANOVA de un factor para valorar la
diferencia en el numero de adherencias entre los
subgrupos. (Programa Sigmastat SPSS 8.0. SPSS
Inc, Chicago, IL. USA).

Resultados
Grupo A: Peritonitis Bacteriana

Luego de realizada la peritonitis bacteriana,
todos los animales tuvieron sintomas de sepsis
abdominal, entre los que se incluyen apatia, exu-
dados oculares, piloereccion, diarrea y disminu-
cion de la diuresis. Luego del tratamiento de la
peritonitis esta sintomatologia revirtio.

De las 40 ratas, 30 animales cumplieron con el
plazo estipulado. Fueron excluidos del analisis 10
animales (25%).

De los animales excluidos, 4 murieron (10%)
de sepsis por evolucion de la peritonitis antes de
su reintervencién; 3 animales del subgrupo A,
(7,5%) y 3 animales (7,5%) del subgrupo A, mu-
rieron en el postoperatorio inmediato (48 hs.) de
la reintervencidn, sin encontrarse en la necropsia
evidencias de falla de sutura.

Nuamero de adherencias: En el subgrupo A,
todos los animales desarrollaron adherencias, en-
contrandose 6 ratas con una adherencia (6/15;
40%), 3 ratas con 2 adherencias (3/15;20%)y 6
(6/15; 40%) con 3 adherencias, 7 ratas (7/15;
46,6%) tuvieron una sola adherencia; 4 ratas (4/
15;26,6%) desarrollaron 2 adherencias y 3 ratas
(3/15; 20%) desarrollaron 3 adherencias (Tabla
1.1, Grafica 1.1). La diferencia fue estadistica-
mente significativa (p=0.034 test de ANOVA).

Tabla1.1 Numero de adherencias por
animal.
Peritonitis Bacteriana
Ntmero acido suero
hialurénico fisiolégico

0 1 0

7 6
2 4 3
3 3 6
4 0 0
5 0 0
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Grado de adherencias: En el subgrupo A, se
generaron 2 adherencias grado 1, 7 adherencias
grado 2, 13 adherencias grado 3 y 8 adherencias
grado 4. En el subgrupo A, se desarrollaron 7 ad-
herencias grado 1, 15 adherencias grado 2, 1 una
adherencia grado 3 y otra grado 4 (Tabla 1.2, Gra-
fica 1.2). La diferencia fue estadisticamente sig-
nificativa (p<0.001 test de Mann-Whitney).

Tabla 1.2 Grado del desarrollo de adhe-
rencias.

Peritonitis Bacteriana

Grado ~ feldo - suero
hialurénico fisiolégico
0 1 0
1 7 2
2 15 7
3 1 13
4 1 8
Grafico 1.2
Grado de adherencias.
Peritonitis Bacteriana
16 15
14 13
> 12
2 10
g 8 7 7
1]
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8
@ 4
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Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4

#® Suero Fisiolégico (A1) OAcido Hialurénico (A2)

Se encontraron 8 abscesos en total, 6 en los
animales del subgrupo A (75%)y 2 en el subgru-
po A, (25%), ubicados casi en su totalidad en las
proximidades de la anastomosis ileocédlica. El nu-
mero total de abscesos no permitié realizar ningan
analisis estadistico.
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Los sitios mas frecuentes de adherencias fue-
ron sobre la sutura ileocdlica (30 adherencias), de
las cuales 18 fueron con el epiplon mayor, 7 con
asas delgadas y 5 con el ligamento ancho. Le si-
guieron en frecuencia las adherencias entre
asas!'” y las adherencias visceroparietales!'".

Grupo B. Peritonitis Fisica.

No se registré mortalidad en los animales so-
metidos a peritonitis fisica.

Numero de adherencias: En el subgrupo B no
hubo animales sin adherencias, encontrandose 3
ratascon 1 (3/15; 20%), 9 ratas con 2 (9/15; 60%),
2 (2/15; 13,3%) con 3 y una rata con 5 adheren-
cias (1/15; 6,6%). En el subgrupo B, 6 ratas (6/
15; 40%) no desarrollaron adherencias, 3 ratas
(3/15;20%) desarrollaron 1; 4 ratas (4/15;26,6%)
desarrollaron 2 y 2 ratas (3/15; 20%) desarrolla-
ron 3 adherencias (Tabla 2.1, Grafica 2.1). La di-
ferencia fue estadisticamente significativa
(p=0.001 test de ANOVA).

Tabla 2.1 Numero de adherencias por
animales.
Peritonitis Fisica
Nimero acido suero
hialurénico fisioldgico
0 6 0
1 3 3
2 4 9
3 2 2
4 0 0
5 0 1
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Grafico 2.1
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Grado de adherencias: En el subgrupo B, se
generaron 1 adherencia grado 1, 10 grado 2, 13
grado 3y 7 grado 4. En el subgrupo B, se desa-
rrollaron 6 grado 1, 3 grado 2, 6 grado 3 y 2 adhe-
rencias grado 4. (Tabla 2.2, Grafica 2.2). La dife-
rencia fue estadisticamente significativa (p<0.001
test de Mann-Whitney).

Tabla 2.2 Grado del desarrollo de adhe-
rencias.

Peritonitis Fisica

acido suero
Grado
hialurénico fisioldgico
0 6 0
1 6 1
2 3 10
3 6 13
4 2 7

Grafico 2.2
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Los sitios mas frecuentes de adherencias fue-
ron sobre el ciego (40 adherencias), cecoceca-
les®® o cecointestinales!'?”, siguiéndoge en frecuen-
cialas adherencias visceroparietales 'y entre asas
delgadas®.

Discusion

Las peritonitis fisicas son respuesta natural del
peritoneo como consecuencia de la cirugia. Asi la
formacion de adherencias resulta del proceso ci-
catrizal del peritoneo secundario a la incision, cau-
terizacion, sutura u otros tipos de trauma quirargi-
co como la manipulacién y la desecacion. En los
lugares donde el cirujano debe cortar, manipular y
suturar, las hojas del tejido peritoneal, que general-
mente se encuentran separadas, tienden a unirse
por tejido cicatrizal,denominado adherencia® .

En las peritonitis bacterianas, como respuesta
a la contaminacion bacteriana, la inflamacion pe-
ritoneal se acompafia de un depdsito de fibrina,
cuya funcion, por un lado es beneficiosa, ya que
intenta localizary focalizar el proceso infeccioso,
pero por otro lado facilita la formacion de colec-
ciones supuradas (abscesos) y el posterior desa-
rrollo de adherencias® 9,

Las evidencias de que la inflamacion ocupa un
rol fundamental en la formacion de adherencias
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son multiples. Las peritonitis fisicas ya sean por
trauma directo durante la cirugia, o por infeccio-
nes intraperitoneales secundarias a procesos pa-
tologicos abdominopélvicos, son potentes estimu-
ladores de la respuesta inflamatoria a nivel perito-
neal. La injuria peritoneal desencadena una res-
puesta inflamatoria local, que genera el deposito
de un exudado serosanguinolento rico en fibrinaa
nivel del mesotelio dafiado. Este exudado fibrino-
so forma parte del sistema hemostatico y es un
componente esencial para lareparacion tisular. Sin
embargo la remocion de este deposito de fibrina
es necesario para obtener las condiciones tisula-
res previas a la inflamacion. La fibrina es elimina-
da mediante el proceso de fibrinolisis, por efecto
de la plasmina. La plasmina deriva del plasmino-
geno, una proteina sérica que, por accion del fac-
tor activador del plasminogeno (tPA) -presente en
las células mesoteliales- y accesoriamente por el
factor activador del plasminogeno tipo urokinasa
(uPA), se transforma en plasmina®® 37,

Las adherencias se desarrollan cuando el pro-
ceso fibrinolitico es insuficiente luego del deposito
de fibrina. En los sitios de inflamacion o infeccion
peritoneal, el plasmindgeno no es correctamente
activado y no se produce plasmina. Como conse-
cuencia, la fibrina no se elimina y da origen a ad-
herencias permanentes®® 7.

El aspecto mds caracteristico de la cicatriza-
cidn del peritoneo es que la superficie comienza a
epitelizarse simultineamente mediante siembra de
islas de células mesoteliales y no en forma gra-
dual a partir de los bordes como ocurre en la cica-
trizacion de las heridas de la piel. Durante la fase
de re-mesotelializacion, las células que migran
desde los bordes de las heridas producidas, son
capaces de diferenciarse en fibroblastos como
respuesta a la liberacidn de citoquinas por los
macrdfagos peritoneales. Asi el objetivo de lamalla
de fibrina es el de proveer una matriz sobre la
cual las células mesoteliales migren, como parte
normal del fenomeno de cicatrizacion. Si dos su-
perficies peritoneales dafladas se ponen en con-

tacto, la malla fibrinosa facilmente puede formar
una banda o puente que es la base del desarrollo
de las adherencias®®®.

Este proceso de cicatrizacion comienza inme-
diatamente de la lesion peritoneal y se mantiene
durante 7 dias, durante los cuales las adherencias,
primero de fibrina, se organizan por depdsito de
coldgeno por los fibroblastos, formando bandas
fibrosas, de tejido cicatrizal®®®, (Figura 1)

Figura 1. Patogénesis de las adheren-

cias intraperitoneales
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Se ha demostrado que la capacidad fibrinoliti-
ca peritoneal es un factor fundamental en la for-
macion de las adherencias. En las peritonitis, la
actividad fibrinolitica local disminuye mediante una
reduccion del factor activador del plasmindgeno,
y como resultado de un aumento de la sintesis y
liberacion de los factores inhibidores del plasmi-
nogeno®s %), La idea de que el peritoneo tiene
una capacidad fibrinolitica inherente que podria
prevenir la formacion de adherencias fue descrita
por Hartwell en 1955%%. Sin embargo las eviden-
cias de esta capacidad fibrinolitica del peritoneo
no se obtuvieron hasta 1963 en el estudio de Von
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Benzer y colaboradores®?, siendo confirmado por
los estudios de Myhre-Jensen y Gervin®© %2, En
1989 Thompson‘®® y colaboradores midieron por
primera vez la actividad fibrinolitica del peritoneo
humano normal encontrando reducciones de la
capacidad fibrinolitica durante laisquemia e infla-
macion peritoneal. Vipond®? y colaboradores es-
tudiaron los factores activadores e inhibidores de
la fibrinolisis en el peritoneo normal e inflamado
de seres humanos, concluyendo que el factor ac-
tivador del plasmindgeno es el principal factor fi-
brinolitico en el peritoneo y que lareduccion de la
actividad fibrinolitica durante la inflamacion esta
mediada principalmente por el factor inhibidor del
plasminogeno tipo 1 (PAI-1). Las células mesote-
liales producen tanto factores activadores como
inhibidores del plasmindgeno, siendo el peritoneo
uno de los mayores sitios de formacion de facto-
res activadores de la fibrinolisis®” ¢, La evalua-
cién de los cambios en la actividad fibrinolitica
peritoneal luego de la injuria ha sido estudiada por
otros autores. Scott-Coombes® y colaboradores
concluyeron que parece haber un Ginico mecanis-
mo fisiopatoldgico en la formacion de adheren-
cias: Injuria peritoneal de distinta etiologia, segui-
da de una reduccion de la actividad fibrinolitica
(Figura 2). Esta aparece como una respuesta bi-
fasica del peritoneo al trauma, postulandose que
lareduccion temprana de la actividad fibrinolitica
-6 a 12 horas de la injuria- se debe a una reduc-
cion de los niveles del factor activador del plasmi-
nogeno, aunque la disminucion de la capacidad fi-
brinolitica en el tiempo se debe en parte a un au-
mento de los factores inhibidores del plasminoge-
no 1y 27 Ince y colaboradores confirmaron
este postulado afirmando ademas que la produc-
cién y liberacion de los factores inhibidores del
plasmindgeno tipo 1 y 2 es un factor clave en la
disminucion de la capacidad fibrinolitica perito-
neal®”. La produccion de los factores inhibidores
del plasmindgeno tipo 1 y 2 parecen ser mediadas
directamente por las citoquinas inflamatorias. Ta-
les citoquinas estan presentes en alta concentra-

cion en el liquidoperitoneal después de la lesion. Se
ha demostrado que el factor de necrosis tumoral
(FNT-a) y las interleuquinas 1 y 6 (IL-1, IL-6), es-
timulan la produccion de los factoresinhibidores del
plasmindgeno por las células mesoteliales!®® .

Los modelos de peritonitis utilizados en este
estudio tienen relevancia en el estudio de la pato-
génesis y tratamiento de las adherencias perito-
neales® 9, siendo éstos ampliamente reconoci-
dos por la literatura.

Durante la altima década ha surgido el 4cido
hialurénico (AH) como agente destinado a la pre-
vencion o disminucion de la formacion de las ad-
herencias intraperitoneales postoperatorias®3%,
Se trata de un polisacarido de alto peso molecular,
biocompatible y no téxico que se encuentra en la
matriz extracelular de los tejidos conectivos de
todos los vertebrados. Se encuentra en forma de
sal sédica, comportandose como un fluido altamen-
te viscoso de propiedades lubricantes. Cumple
ademas un rol importante en numerosas funcio-
nes fisiologicas entre las que se incluyen protec-
cidn celular y mantenimiento de la integridad es-
tructural de los tejidos entre otras, jugando ade-
mas un papel fundamental en la cicatrizacion.

En su experiencia, Burns y colaboradores pro-
baron larespuesta adherencial en peritonitis fisica

Figura 2. Actividad fibrinolitica del peri-

toneo
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frente a diferentes concentraciones de acido hia-
lurénico, encontrando que la solucién al 0.4% es
la mas efectiva'®.

En nuestro estudio, en los animales tratados
con acido hialurdnico se desarrolld menor numero
de adherencias, y la severidad de las mismas,
medida en grados, fue menor. Como se despren-
de del analisis de los resultados, predominan en
las ratas tratadas con acido hialurénico las adhe-
rencias con un escore < grado 2. Las adherencias
Grado 3 y Grado 4, fibrosas, han sido asociadas
clinicamente a las complicaciones relacionadas con
la formacion de adherencias.

Los mecanismos por los cuales AH controla la
formacion de adherencias intraperitoneales son
multiples, complejos y no estan del todo aclara-
dos. Tiene actividad bioldgicadocumentadainclu-
yendo un rol regulador en la inflamacién y en la
proliferacion celular.

El AH es capaz de inhibir la liberacion de pro-
teasas de los leucocitos peritoneales y de los radi-
caleslibres de oxigeno de los macrdfagos, asi como
su neutralizacion de estas sustancias agresivas
para los tejidos. Ademas promueve la fagocitosis
a través de un aumento de la funcién macrofagica
y de la liberacidn de citoquinas. Por si mismo es
capaz de activar la plasmina y tiene un efecto fi-
brinolitico. Este tltimo se da forma directa al fa-
vorecer la liberacion de factor activador del plas-
mindgeno por las células misoteliales y de forma
indirecta actuando sobre la liberacion de Interleu-
quina 1 y factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a)
por los macrofagos peritoneales. En presencia de
AH se ha demostrado un aumento de la respuesta
fibrinolitica de las células mesoteliales expuestas

al FNT-a, aunque su mecanismo es desconocido®*
37, 71)

En la fase proliferativa de la cicatrizacion, el
AH aumenta la tasa de proliferacion de las célu-
las mesoteliales. Sus efectos se traducen en sin-
tesis de la matriz extracelular y ademds parece
actuar modulando los efectos de factores de cre-
cimiento, estimulando la expresion de receptores
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de superficie o la proliferacion celular en forma
directa, efectos mediados por receptores CD44
presentes en las células mesoteliales. La union del
AH al CD44 juega unrol crucial en las interaccio-
nes célula-célula, célula-matriz extracelular y en
la traduccion de sefiales. Pareceria ser que el AH
aumenta la tasa de proliferacion de las células
mesoteliales a través de la via del receptor CD44,
por estimulacion directa de la proliferacion o por
bloqueo de las vias de inhibicion de la prolifera-
cion. Reijnen™ y colaboradores demostraron
en cultivos in vitro que el agregado de AH dentro
de las 24 horas de ocurrida la injuria peritoneal,
evita los efectos deletéreos de los productos infla-
matorios (FNT-a) y bacterianos como el lipopoli-
sacarido (LPS) sobre las células mesoteliales, au-
mentando ademas su tasa de proliferacion. Estos
autores han sugerido que las concentraciones al-
tas de FNT-ay LPS tienen un efecto toxico direc-
to y que el mecanismo de accion del AH no se
basa en la proteccion células sino en una estimu-
lacion directa de la proliferacion de las células
mesoteliales.

Se ha postulado un efecto de flotacion sobre
los drganos intraperitoneales por el cual el AH dis-
minuye la formacion de adherencias. EI AH cir-
culay seabsorbe dentro de las 24 horas de instila-
do en el peritoneo en forma similar al liquido peri-
toneal. Ademas, la utilizacidon del mismo volumen
de suero fisioldgico en el grupo control no ha teni-
do influencia en la formacion de adherencias. Sin
embargo, estos hechos no necesariamente refu-
tan este mecanismo protector ya que el AH y el
suero fisioldgico tienen diferentes viscosidades y
forma de absorcion en la cavidad abdominal®®,

La fibrina tiene la capacidad de secuestrar las
bacterias e impedir su fagocitosis permitiendo la
formacidn de abscesos una vez que ésta se orga-
niza como tejido cicatrizal. En las peritonitis bac-
terianas el AH tendria un doble efecto, por un lado
fibrinolitico, permitiendo que las bacterias sean
fagocitadas, y por otro un efecto antimicrobiano
directo™. En nuestro estudio, los animales some-
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tidos a peritonitis bacteriana que recibieron trata-
miento con 4cido hialurdnico, presentaron menor
namero de abscesos intraperitoneales que los del
grupo control, lo que podria ser explicado por es-
tos mecanismos.

No se encontraron fallas de sutura en los ani-
males tratados con acido hialurénico. Aunque son
conocidos los efectos deletéros de la infeccidn in-
trabdominal en la cicatrizacion intestinal " se de-
mostrd experimentalmente que el dcido hialuréni-
co no afecta la cicatrizacion de las anastomosis
digestivas ni favorece las fugas anastomoticas,
cuando éstas se realizan en un ambiente infeccio-
so en la rata, por un mecanismo directo sobre la
cicatrizacion intestinal, e indirecto probablemente
por su efecto sobre la infeccion.

Losresultados obtenidos luegode 21 dias, cuando
las adherencias estin completamente desarrolla-
das®, indican que el efecto del AH es duradero en
el tiempo, ya que si bien actua tempranamente
modulando la inflamacion, también interviene en la
fase proliferativa y de remodelizacion de las adhe-
rencias, favoreciendo la cicatrizacion peritoneal con
una menor cantidad de tejido conectivo.

Conclusiones

El presente estudio ha demostrado la eficacia
del AH en la disminucién del nimero y grado de
severidad de adherencias postoperatorias intrape-
ritoneales secundarias a peritonitis bacterianas y
fisicas en la rata.

En nuestro estudio fue mas eficaz para evitar
el desarrollo de adherencias en las peritonitis fisi-
cas que en las bacterianas, probablemente debido
auna diferencia en la magnitud de la lesion perito-
neal.

Si bien no evita totalmente la formacion de
adherencias, limita su desarrollo en cuanto a la
severidad de las mismas, encontrandose en am-
bos grupos una menor frecuencia de adherencias
fibrosas -con un score Grado 3 o 4- en los anima-
les tratados con acido hialurdnico, las cuales se

han vinculado desde el punto de vista clinico como
causa de las complicaciones postoperatorias. Ade-
mas, si bien no se analizd estadisticamente su efi-
cacia para disminuir la formacion de abscesos
secundarios a infecciones intraperitoneales, se
desarrollaron un menor numero de éstos en los
animales tratados con AH.
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