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ARTICULO DE INVESTIGACION

Prevencion de adherencias peritoneales
postoperatorias mediante uso de antagonista
de receptores de neurokinina tipo 1*

Drs. CARLOS GONZALEZ-TORRES', ESTRELLA UZCATEGUI P.!, MELISSE MILANO M.2,
JOSE PLATA-PATINO', FABIANNE NOBOA B.!, INT. NAOAKI SHIOZAWA C.?

' Servicio de Cirugia General. Hospital Universitario de Los Andes.
2 Laboratorio de Anatomia Patologica.
3 Interno de Sexto afio de Medicina.
Facultad de Medicina. Universidad de Los Andes. Mérida, Venezuela.

Abstract

Peritoneal adhesions prevention. Neurokinin-1 receptor antagonist

Background: The fibrinolytic activity plays an important role in Peritoneal Adhesions (PA) develop-
ment. It's well known that de substance P decreased the fibrinolysis by binding the neurokinin-1 receptor,
improving the PA formation. Objectives: To evaluate the effectiveness of intraperitoneal treatment with a
Neurokinin-1 receptor antagonist (NK-R1A) in peritoneal adhesion prevention in animal model. Materials
and Methods: In 40 male wistar rats, PA were induced, and then randomly assigned to 2 groups: A group
treated with Aprepitant (NK-R1A), and a control group. The animals were killed at 7 or 14 postoperative day,
and the number, severity and histopathology of PA were evaluated. Results: NK-R1A decreased the number
(40% less) and severity (p = 0.001) of PA when compare to control group. The NK-R1A group had less PA
in manipulated and no manipulated organs during surgery. Besides presented less fibrosis (p = 0.001), less
inflamation (p = 0.005) and less vascular proliferation (p = 0.047) than control group. Conclusions: The NK-
R1A is effective as in PA prevention.

Key words: Peritoneal adhesions, Neurokinin 1 receptor antagonist, Substance P.

Resumen

Introduccion: La actividad fibrinolitica juega un papel fundamental en el desarrollo de las adherencias
peritoneales (AP), y se conoce que la Sustancia P al actuar sobre receptores de neurokinina tipo 1 a nivel pe-
ritoneal, disminuye la fibrindlisis, favoreciendo la formacion de las mismas. Objetivos: Evaluar la efectividad
del tratamiento intraperitoneal con antagonista de receptores 1 de neurokinina (NK-R1A) en la prevencion
de AP en modelo animal. Materiales y Métodos: A 40 ratas wistar se les practico cirugia formadora de AP
y fueron distribuidas de forma aleatoria en 2 grupos, un grupo que recibié Aprepitant (NK-R1A), y el otro
como grupo control. Los animales fueron sacrificados a los 7 ¢ 14 dias, y se evalud el numero, severidad
e histopatologia de las AP. Resultados: El NK-R1A disminuy6 el nimero (40% menos) y severidad de las

*Recibido el 10 de Marzo de 2010 y aceptado para publicacion el 7 de Abril de 2010.
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AP (p=0,001) en relacion al grupo control y presenté menos AP en érganos manipulados y no manipulados
durante la cirugia. Ademas presenté menor grado de fibrosis (p = 0,001), menor inflamacion (p = 0,005) y
menor proliferacién vascular (p = 0,047) que el grupo control. Conclusion: El tratamiento peritoneal con
NK-RIA es eficaz en la prevencion de la formacion de AP.

Palabras clave: Adherencias peritoneales, antagonista de receptor 1 de neurokinina, Sustancia P.

Introduccion

Las adherencias peritoneales (AP) pueden ser
definidas como bandas fibrosas anormales entre
organos y/o tejidos en la cavidad abdominal, que
normalmente estan separados'=. La gran mayoria de
estas son adquiridas como resultado de una injuria
peritoneal (ya sea incision, cauterizacion, sutura u
otro tipo de trauma) siendo la causa mas comtn la
cirugia®. Independientemente de su origen, las AP
van a ser resultado de una compleja interaccion de
procesos inflamatorios intraperitoneales en los que
la cascada de coagulacion y el proceso de fibrin6li-
sis van a estar intimamente relacionados*’.

Se estima que del 93 al 100% de los pacientes
que van a cirugia transperitoneal desarrollaran AP®.
Uno de los factores quirtrgicos que han demostra-
do contribuir a la formacion de AP es la presencia
de cuerpos extrafios intraperitoneales, incluyendo
mallas, talco de guantes, material de sutura y litos
vesiculares residuales, entre otros’. Afortunada-
mente, la gran mayoria de los pacientes con AP no
experimentan ningtin sintoma clinico, sin embargo,
a corto o largo plazo pueden afectar de forma severa
la calidad de vida de millones de personas alrededor
del mundo, al condicionar diversos problemas como
obstruccion intestinal, dificultad técnica en reinter-
venciones, dolor cronico e infertilidad femenina,
entre otros, siendo por lo tanto causa de una morbi-
lidad y mortalidad significativa®’.

Las AP han sido objeto de investigacion desde
hace muchos anos, siendo reportado el primer caso
fatal de obstruccion intestinal por AP en 18728, En
la actualidad, los estudios sugieren que las AP son la
causa principal de obstruccion intestinal en el mun-
do occidental, ocasionando entre el 60 al 70% de las
obstrucciones de intestino delgado®!°.

La terapéutica de mayor utilizaciéon ha sido la
aplicacion de métodos de barreras. Estas barreras,
que existen en la forma de membranas o gel, actiian
separando las superficies peritoneales lesionadas
que puedan estar en riesgo de formar AP. Ejercen
su efecto de forma local, justo en el sitio donde han
sido aplicados y no tienen efecto en areas distantes
de la cavidad peritoneal. Su utilidad es algo limitada
en los casos de anastomosis intestinales y procesos
infecciosos intraperitoneales ya que se ha evidencia-
do un aumento en la filtracion de lineas anastomo-
ticas y en la formacion de abscesos intrabdomina-

les'"2, A pesar de esto, es el método aplicado con
mayor frecuencia en la practica clinica'>!.

Un enfoque alternativo en la prevencion de las
AP es la utilizacion de terapias farmacologicas
que inhiben o retardan la formacion de las AP, sin
proveer una barrera fisica. Estas intervenciones
farmacologicas incluyen el uso de antiinflamatorios
(esteroideos y no esteroideos), anticoagulantes y
fibrinoliticos, inhibidores y moduladores de factores
de crecimiento, asi como una gran gama de sustan-
cias dirigidas a atenuar la formacion de AP,

Estudios previos han identificado la presencia de
Sustancia P (SP) en fluido peritoneal asi como en
tejido proveniente de AP. La SP pertenece a las ta-
kicininas, y sus efectos son mediados por la unién a
receptores conocidos como Receptores de Neuroki-
nina 1, 2, y 3, con mayor selectividad por el NK-R',
Reed y col', en 2002, demostraron que los niveles
de ARNm de SP y NK-R1 estan aumentados en el
tejido de AP, 3 dias posteriores a la cirugia. La SP al
actuar sobre el NK-R1 aumenta la expresion del fac-
tor de crecimiento tumoral B (TGF-), el cual es una
potente citoquina que contribuye a la disminucion
de la capacidad fibrinolitica peritoneal, mediante
la disminucion de la actividad de tPA, evitando con
esto la disolucion temprana de las AP®. Dado estos
hallazgos, es evidente que la SP y el NK-R1, juegan
un papel de suma importancia en la patogénesis de
la formacion de AP. Basandose en estos estudios,
se plantea el objetivo de evaluar la efectividad del
tratamiento intraperitoneal con un antagonista de los
NK-R1 en la prevencion de adherencias peritoneales
en un modelo animal, teniendo como referencia un
grupo control.

Material y Método

Diseiio del Estudio

Se realizé un estudio experimental en modelo
animal, con disefio aleatorizado de 1 tratamiento y
un grupo control.

Unidad Experimental

Se utilizaron 40 ratas Wistar macho con peso
comprendido entre 250 y 300 gr, distribuidas en 2
grupos de estudio de 20 animales cada uno. Todos
los animales se mantuvieron bajo condiciones de
humedad y temperatura adecuadas, ciclos de 12
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horas de luz y oscuridad, y provistos de alimento y
agua ad libitum.

Procedimiento de Induccion de AP, aplicacion de
tratamiento intraperitoneal y evaluacion:

Los animales fueron anestesiados mediante el uso
de Ketamina intramuscular a dosis de 60 mg/kg. Se
realiz6 una cirugia con efectividad comprobada en la
formacion de AP'7'8, mediante abrasion de la serosa,
por frotamiento enérgico con gasa hasta la aparicion
de puntos hemorragicos (Figura 1), a nivel de 2
areas de ciego y en 5 segmentos de 1cm de longitud
en el intestino delgado (Figura 2).

Adicionalmente se realizaron 4 puntos isquémi-
cos en el peritoneo parietal anterior a cada lado de
la linea media, mediante el pinzamiento de aprox 5
mm de peritoneo con una pinza hemostatica y pos-

Figura 1. Abrasion de serosa con areas de he-
morragia punteada en intestino delgado.

terior ligadura con seda 4-0 (Figura 3).

Luego se asignd de forma aleatoria el animal a
cada uno de los grupos de estudio y se procedio a
la aplicacion del tratamiento intraperitoneal corres-
pondiente:

Grupo C: Grupo control, al cual no se aplico
ninguna terapéutica.

Grupo A: Grupo de estudio, al cual se aplicd un
NK-RI1A, mediante irrigacion en la cavidad perito-
neal. Se utiliz6 el Aprepitant, antagonista altamente
selectivo de los NK-R1, droga aprobada para uso
clinico por la FDA para el tratamiento de emesis
postoperatoria y postquimioterapia. La dosis admi-
nistrada fue de 25 mg/kg diluido en 1 ml de solucién
Dimetilsulfoxido (DMSO) al 100%.

Durante los 3 primeros dias de postoperatorio,
los animales se mantuvieron en jaulas individuales

Figura 2. e Areas de intestino donde se realiz6 abrasion
de serosa.

Figura 3. Elaboracion de
puntos isquémicos en perito-
neo parietal anterior.

A: Pinzamiento de peritoneo
con pinza hemostatica y liga-
dura con seda 4-0.

B: Cuatro puntos isquémi-
cos en el peritoneo parietal
anterior.
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y recibieron tratamiento antibidtico con Ampicilina/
Sulbactam a dosis de 100 mg/kg/dia, y analgésico
con Ketoprofeno a dosis de 5 m/kg/dia, ambos admi-
nistrados por via intramuscular cada 12 horas. Luego
fueron agrupados en jaulas comunes de 6 animales.
Los animales fueron sacrificados mediante inha-
lacion de CO,. Se realiz6 necropsia para evaluar la
cavidad peritoneal y determinar la presencia de AP.
Se evaluo la severidad de las mismas, mediante la
Escala pre-establecida de Mazuji" (Tabla 1) y seglin
el nimero de puntos isquémicos peritoneales invo-
lucrados. Se identificaron las areas anatomicas invo-
lucradas en las AP y se categorizaron en 2 grupos:
organos viscerales manipulados durante la cirugia
(Intestino delgado y ciego) y o6rganos viscerales no
manipulados en el transoperatorio. Dicho procedi-
miento fue realizado por un cirujano que desconocia
el grupo al cual pertenecia el animal en estudio.
Ademas se tomaron muestras de las AP encontra-
das, para estudio histopatologico. Las mismas fueron
fijadas en formaldehido al 10% e incluidas en parafi-

na. Se determinaron los siguientes parametros histo-
patoloégicos: fibrosis (proliferacion fibroblastica),
inflamacion y proliferacion vascular. Estos hallazgos
se evaluaron cualitativamente y se clasificaron de
acuerdo a su intensidad en cuatro grupos (grado 0:
negativo, grado 1: leve, grado 2: moderado y grado
3: severo), segun la clasificacion Kanbour-Shakir et
al*® modificada (Tabla 2).

Analisis de los Datos

Las variables cuantitativas fueron expresadas con
medidas de tendencia central y dispersion, y las cua-
litativas fueron expresadas en frecuencias absolutas
y/o porcentuales. La comparacion entre los grupos
se realizd mediante pruebas de Chi-cuadrado de
Pearson o Test de Fisher, seglin el caso, y se consi-
deré que habia significancia estadistica en las mis-
mas, cuando el valor de p fue menor de 0,05. Todos
los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el
programa SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences, version 17.0; SSPS Inc., Chicago, IL).

Tabla 1. Escala de Mazuji para evaluar severidad de las adherencias peritoneales

Grado Caracteristicas de las Adherencias
0 Sin adherencias
1 Adherencias leves que pueden ser separadas mediante diseccion roma
2 Adherencias moderadas en las cuales la mayoria puede ser separada mediante diseccion roma, pero se requiere
diseccion cortante en menos del 50% de los segmentos adheridos
3 Adherencias severas que requieren diseccion cortante en mas del 50% de los segmentos adheridos
4 Adherencias severas asociadas a lesiones de serosa
5 Adherencias severas asociadas a lesiones de espesor total de la pared intestinal o parénquima del 6rgano

Fuente: Mazuji et al®.

Tabla 2. Clasificacién de parametros histolégicos en adherencias peritoneales

Fibrosis Inflamacion Proliferacion vascular
Grado 0 Ausencia de proliferacion Ausencia de componente Ausencia de proliferacion
fibroblastica inflamatorio vascular
Grado 1 Escasa Leve: Células gigantes, Leve
ocasionales linfocitos y
plasmocitos
Grado 2 Moderada Moderada: Células gigantes, Moderada
plasmocitos, eosinofilos y
neutrofilos
Grado 3 Densa Severa: Abundantes células Severa

inflamatorias y microabscesos

Fuente: Kanbour-Shakir et al.** modificada por Gonzalez-Torres C. y Milano M.
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Resultados

Durante el estudio ocurrieron 8 muertes no pla-
nificadas (20% de la muestra total), 5 en el grupo
control, y 3 en el grupo NK-R1A, sin diferencia
estadistica entre los mismos (p = 0,919). Las princi-
pales causas de muerte fueron peritonitis secundaria
a perforacion intestinal desapercibida durante el
acto operatorio y obstruccidn intestinal secundaria a
AP, distribuidas de forma uniforme entre los grupos
(p = 0,980).

Evaluacion de adherencias peritoneales
Se evalud la severidad de las AP viscerales

mediante la escala de Mazuji (Figura 4), eviden-
cidandose disminucion de la misma en el grupo de
tratamiento con p = 0,001 (Figura 5).

Se determind el nimero de puntos isquémicos
comprometidos en las AP (figura 6), evidenciando-
se que los animales que recibieron tratamiento con
NK-R1A tuvieron una formacion de AP promedio
de 20,63% = 15,85, mientras que en los del grupo
control el promedio de formacion de AP fue de
60,63 + 26,67. Esto representa una efectividad en la
disminucion de la formacion de AP del 40%, siendo
la misma estadisticamente significativa, con p <
0,001 (Figura 6).

Se evidencid que en ambos grupos hubo mayor
adherencias en los 6rganos manipulados durante la

Figura 4. Diferentes grados
de severidad de adherencias
peritoneales, segun escala de
Mazuji. A. Adherencias gra-
do 2. B. Adherencias grado 5.

Control (C) NK-R1A(A)

10 1

9 - M GradoO

8 - M Gradol

- W Grado 2
M Grado3

6 - M Grado4

5 - M Grado5

4

3 -4

2

1 -

0 . : Figura 5. Severidad de las

Grupo A vs. C: p = 0,001 adherencias peritoneales se-

gun escala de Mazuji.

Figura 6. Compromiso de
puntos isquémicos en pe-
ritoneo parietal anterior.
A. Adherencias a 2 puntos
parietales (25%). B. Gruesas
adherencias a 4 puntos isqué-
micos de la pared (50%).
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cirugia (p = 0,003, Figura 7), sin embargo, el grupo
tratado con NK-R1A presentd de manera significa-
tiva menor nimero de AP tanto en los 6rganos vis-
cerales manipulados como los no manipulados en el
transoperatorio (p = 0,001 en ambos casos).

Estudios histolégicos

Los animales tratados con NK-R1A tuvieron
menor grado de fibrosis, inflamacion y proliferacion
vascular que el grupo control, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (Figuras 8 y 9).

4N\

//'\\ //\

—4—Control (C)

WA
/ \

—m—NK-R1A (A)

2 . / \

N2

Numero de Puntos Isquémicos
w

Grupo A vs. C: p < 0,001
0

Figura 7. Evaluacion cuan-
titativa de adherencias peri-
toneales segun puntos isqué-

1 % de AP micos peritoneales. Fuente:
0,00% 20,00% 40,00% 60,00% 80,00% 100,00% 120,00% Formato de recoleccion de
datos CBBIOULA/008.
45
40 -
35 m Control
30 1
25 4 m NK-R1IA
20 +
15 Figura 8. Desarrollo de
10 - adherencias peritoneales
5 en oOrganos manipulados o
0 : . no, durante el acto quirur-
Organos manipuladosen  Organos no manipulados g1co. Fl{ce’nte: Formato de
transoperatorio en transoperatorio recoleccion de datos CB-
BIOULA/008.
14
12 A
10 -
8 4
6 -
4 4
5 Figura 9. Grado de Fibrosis,
Inflamacién y Proliferacion
0 ' ' ' ' ' ' Vascular en adherencias
Control (C) NK-R1A (A) Control (C) NIf—RlA (A) Control (C) ) NK-R1A (A) peritoneales postoperato—
FIBROSIS INFLAMACION PROLIFERACION VASCULAR . F F d
Grupo A vs. C: p =0,001 Grupo A vs. C: p < 0,001 Grupo A vs. C: p < 0,001 rias. u?nte . Formato de
M Grado0 mGradol mGrado2 M Grado3 recoleccién de datos CB-
BIOULA/008.
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Grado O

Grad

FIBROSIS

INFLAMACION

PROLIFERACION
VASCULAR

Figura 10. Cambios histologicos en
adherencias peritoneales postope-

ratorias.

Discusion

Las AP, se consideran como una complicacion
mayor de la cirugia abdomino-pélvica, con una mor-
bi-mortalidad importante, que ha originado esfuer-
zos de investigacion multiples, en la busqueda de un
tratamiento preventivo ideal. Varios agentes han sido
estudiados, incluyendo el uso de antiinflamatorios,
antioxidantes, anticoagulantes y fibrinoliticos?'.

En afos recientes, se han realizado multiples
investigaciones determinando el proceso fisiopato-
l6gico responsable de la formacion de las AP, y se
ha evidenciando que el sistema fibrinolitico desem-
pefia un rol fundamental en el desarrollo de las AP.
En especial, se ha estudiado la SP, una taquicinina,
cuya accion sobre los NK-R1 esta directamente re-
lacionada con multiples efectos adhesiogénicos'>?2,
Basandose en este conocimiento, en aflos recientes,
se han realizado diversos estudios de prevencion de
AP mediante la utilizacion de NK-R1A?-%8, eviden-
ciandose resultados similares a los obtenidos en el
presente estudio, una disminucion significativa de la
formacion de AP al compararla con un grupo control
sin tratamiento. Dichos estudios han determinado
que este efecto preventivo, esta relacionado con
un aumento de la actividad fibrinolitica peritoneal,
demostrado mediante un aumento de los niveles
ARNm de tPA, asi como de la actividad del tPA,
y disminucion de los niveles de PAI-1 en el fluido
peritoneal?2%, Sin embargo, en ninguno de estos
estudios, se evalua la severidad de las AP, solo el
nimero de las mismas; en el presente estudio se
demostrd disminucion tanto del niimero como la
severidad de las AP. Ademas, se evaluan los cambios
histopatologicos posteriores al uso de NK-R1A, tra-
tamiento que demostrd presentar menores grados de

fibrosis, inflamacion y proliferacion vascular que el
grupo control. El uso intraperitoneal de un NK-R1A
demostro ser eficaz en la disminucioén de AP no sélo
en 6rganos manipulados durante la cirugia, sino que
adicionalmente disminuy¢ las AP en los drganos no
manipulados durante el transoperatorio, cualidad que
supone una ventaja frente a los materiales fisicos
o de barrera, cuyo efecto preventivo esta limitado
unicamente al sitio de aplicacion, permitiendo la
formacion de AP distales al sitio de colocacion®.
En conclusion, hasta que no exista un método
preventivo de AP, totalmente efectivo, es funda-
mental la realizacion de estudios que permitan
entender a cabalidad los eventos fisiopatologicos
involucrados en la formacion de AP, que sin duda
conduciran al desarrollo de métodos preventivos efi-
caces. A este respecto, el presente estudio determind
que la administracion intraperitoneal de un agente
farmacologico, que actiia como antagonista de los
NK-R1, constituye una opcién promisoria, ya que se
basa en el conocimiento fisiopatologico del sistema
fibrinolitico peritoneal y tiene alta eficacia previendo
la formacion de AP. En vista de esto, es necesario
mantener lineas de investigacion que evaltien, tanto
los mecanismos de accion como los posibles efectos
adversos de esta droga en la prevencion de AP.
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