
Resumen

Introducción. El intestino es un órgano altamente
sensible a la injuria por isquemia y reperfusión (I-R) y
responde de manera temprana aumentando su per-
meabilidad. Posteriormente, esta respuesta se traduce
en cambios morfológicos e histológicos que ponen de
manifiesto el daño causado por la injuria. El trasplan-
te heterotópico intestinal en ratas permite evaluar las
lesiones por I-R sin comprometer la supervivencia del
animal. Objetivo. Establecer una relación entre el
grado de lesión por I-R con la supervivencia prolonga-
da del animal. Métodos. Se incluyeron 10 trasplantes
de intestino en ratas Wistar, machos, adultas e isogéni-
cas. Las biopsias ileales se tomaron: 1) inmediatamen-
te post-disección, 2) al final de la isquemia fría, 3) a
los 30 minutos de la reperfusión, 4) a las 48 horas post-
trasplante y 5) a los 5 días de supervivencia, reporta-
das según la clasificación de Park e inmunomarcación
a malondialdehído (MDA). Resultados. Los índices
de Park obtenidos fueron 1) 0,57±1,13(N=10); 2)
2,71±1,25(N=10); 3) 4,14±0,89(N=10); 4)
1,0±0,81(N=7); 5) 0(N=7). A los 30 min de la re-
perfusión se manifiestan grados elevados hasta 3 lo
cual significa entre un 51% a 75% de extensión de la
inmunomarcación a MDA en las células endoteliales
de los capilares de la lámina propia. Tres animales mu-
rieron a las 48 horas, los cuales presentaron Park supe-
rior a 4 a los 30 min de la reperfusión y clínicamente
signología compatible con endotoxemia. Conclusio-

nes. El daño tisular más severo se observó en la post-
reperfusión inmediata. A las 48 horas el tejido tiende
a normalizarse. Las lesiones por I-R a los 30 min post-
reperfusion impactan significativamente en la supervi-
vencia alejada del animal. 

Palabras claves. Injuria por isquémica-reperfusión,
isogénicas, intestino/método/trasplante, patología.

Impact of ishemia-reperfusion injury
on long survival rate in intestinal
transplantation in rats

Summary

Introduction. The intestine is a highly sensitive tissue
to ischemia-reperfusion (IR) injury that will early res-
pond increasing its permeability. Later this response is
translated in morphologic and histological changes
that reveal the degree of damage. The heterotopic intes-
tinal transplantation model in rats allows to evaluate
the evolution of intestinal tissue injury after ischemia-
reperfusion without affecting the long survival rate.
Objective. The aim of this paper is to establish a rela-
tionship between the ischemic reperfusion injury with
the long-term survival. Methods. Ten intestinal trans-
plants were analyzed in adult, Wistar, inbred, male
rats. Light microscopical examination was performed
on intestine graft: 1) immediately post-dissection, 2) at
the end of cold isquemia, 3) 30 min, 4) 48hs and 5)
5 days post-transplant procedure, respectively. Biopsies
were reported according to Park's classification and ex-
tension of staining using immunohistochemestry to
malondialdehyde (MDA) products. Results. The
Park’s classification indexes reported in samples were 1)
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0,57±1,13 (N=10); 2) 2,71±1,25 (N=10); 3)
4,14±0,89 (N=10); 4) 1,0±0,81 (N=7); 5) 0 (N=7).
The highest levels of immunohistochemical detection of
MDA were observed thirty minutes post-reperfusion
(extension of staining between 51% to 75%). Three
animals died when they were sampled at 48 hours,
and the biopsies had  Park’s classification ≥4 at 30mi-
nutes post-reperfusion and endotoxemic signology.
Conclusions. The highest degree of mucosal damage
was observed immediately post-reperfusión. At 48hs
the graft tended to be normalized. Failure to repair the
immediately I-R injury significantly affects the long
term survival.

Key words. Ischemia-reperfusion injury; rats, isoge-
neic/methods intestines/transplantation, pathology.

Abreviaturas.
(I-R) isquemia y reperfusión. 
(Min) minutos. 
(H/E) hematoxilina-eosina.

Actualmente, el trasplante intestinal como op-
ción terapéutica para pacientes con  insuficiencia in-
testinal y complicaciones vitales asociadas a la nutri-
ción parenteral total constituye un gran desafío. La
injuria asociada a la isquemia intestinal provocada
desde la extracción y su posterior reperfusión al mo-
mento del implante, el rechazo y las infecciones
continúan siendo las principales causas de morbi-
mortalidad postoperatoria.1-4 La injuria por isque-
mia y reperfusión (I-R) es la complicación inmedia-
ta capaz de comprometer la funcionalidad y la su-
pervivencia inicial del injerto y del paciente.1 El in-
testino post-isquémico al ser reperfundido libera
mediadores proinflamatorios tales como citoquinas,
lipopolisacáridos y radicales libres del oxígeno y del
nitrógeno en forma proporcional al grado de injuria
local, induciendo una respuesta inflamatoria sisté-
mica y falla multiorgánica que podrá impactar en la
vida del receptor.5 Con el objetivo de mitigar el efec-
to deletéreo de la lesión por I-R intestinal se han
evaluado distintas estrategias que permanecen aún
en etapas experimentales, entre las que se pueden ci-
tar maniobras quirúrgicas tales como el precondi-
cionamiento isquémico 6 y recientemente el post-
condicionamiento isquémico;7,8 y pretratamientos al
donante con antioxidantes e inmunosupresores.9 El
estudio de esta problemática en modelos experi-
mentales de trasplante permite reproducir los pasos
clásicos del trasplante clínico (isquemia fría, calien-

te y reperfusión).10 El trasplante heterotópico en la
rata es particularmente apropiado para el muestreo
seriado de biopsias intestinales aún desde momentos
inmediatos del implante dado que no compromete
la supervivencia del animal.11-13 Las biopsias seriadas
para evaluar las lesiones por I-R son analizadas por
microscopía óptica mediante la escala de Park 14 apli-
cada específicamente para establecer el grado de
compromiso histopatológico del intestino como
consecuencia de las lesiones por I-R.

El objetivo del presente trabajo es describir deta-
lladamente los hallazgos histológicos en intestinos
trasplantados entre ratas endocriadas de acuerdo a la
escala de Park.14 Establecer una relación entre el gra-
do de lesión en las muestras a los 30 minutos post-
reperfusión con la supervivencia alejada del animal.
Hemos considerado supervivencia prolongada los 5
días post-operatorios dado que el tejido intestinal se
encuentra normal. Se ha reportado en la literatura
que las muertes producidas en las primeras 24 horas
del postoperatorio generalmente son causadas por
fallas en la técnica quirúrgica.11-13

Materiales y métodos

Se utilizaron 28 ratas Wistar isogénicas, machos,
adultos para realizar 14 trasplantes heterotópicos de
intestino. Con motivo de realizar un análisis con da-
tos que no presenten una gran dispersión y no atri-
buir a defectos en la técnica quirúrgica se excluyeron
tanto los procedimientos cuyos tiempos quirúrgicos
del donante o del receptor superaron los 120 minu-
tos como aquellos en los que el implante llevara más
de 45 minutos. El tiempo crítico de isquemia fría no
debía ser superior a los 180 minutos ya que se utili-
zó solución de Ringer Lactato a 4°C para lavar y
preservar el intestino, tal como describen otros au-
tores.12 Además, se descartaron los animales que se
hallaron muertos en las primeras 24 horas postqui-
rúrgicas, dado que hemos atribuido este hecho a de-
fectos técnicos. Finalmente, se incluyeron en el aná-
lisis 10 trasplantes intestinales.

La técnica utilizada siguió la descripción de
Monchic y Russel,15 modificada por Zhong y col.12

Brevemente, las ratas donantes y receptoras fueron
anestesiadas con una combinación de ketamina
(100 mg/kg), diazepan (10 mg/kg) y atropina (0,01
mg/kg), administrada por vía intraperitoneal. Una
vez anestesiado el animal se abordó el abdomen por
una laparotomía xifopúbica y, luego de disecar el li-
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acuerdo al siguiente protocolo: 1) inmediatamente
post-disección, 2) al final de la isquemia fría (tam-
bién llamado pre-implante), 3) a los 30 minutos de
la reperfusión, 4) a las 48 horas post-trasplante y 5)
a los 5 días de supervivencia. Las muestras obtenidas
fueron fijadas en formol al 10% y teñidas con H/E.
El grado de injuria por I-R fue reportado según la
clasificación de Park:14 0) representa mucosa nor-
mal, 1) espacio subepitelial a nivel de la punta de la
vellosidad, 2) espacio subepitelial extendido (com-
promete toda la vellosidad), 3) desprendimiento
epitelial 4) vellosidades denudadas, 5) pérdida del
tejido velloso, 6) infarto de las criptas, 7) infarto
mucoso, 8) infarto transmural. 

A partir de las muestras incluidas en parafina se
realizó inmunohistoquímica para evaluar un marca-
dor clásico de estrés oxidativo. El malondialdehído
(MDA) es un producto directo de la acción de los
radicales libres de oxígeno sobre los ácidos grasos
polinosaturados de la membrana celular. Se obtuvie-
ron secciones de 4 µ que fueron colocadas en porta
objetos previamente tratados con polilicina-2, des-
parafinadas con xilol y deshidratados con alcohol en
concentraciones decrecientes. El bloqueo de la pero-
xidasa endógena fue realizado en metanol al 0,3%

gamento de Treitz se preparó la vena porta ligando
y seccionando las venas pilórica, esplénica y colóni-
ca izquierda. El pedículo arterial compuesto de la ar-
teria mesentérica, en continuidad con un segmento
de arteria aorta, se preparó ligando y seccionando las
arterias ileocecocólica, colónica izquierda, renal de-
recha y tronco celíaco. El intestino fue lavado a tra-
vés de la arteria aorta y la solución fluyó a través de
la vena porta. Se seccionó la vena porta en su origen,
luego de constatar un tono pálido homogéneo en el
intestino a extraer. En el receptor se abordó el abdo-
men por laparotomía xifopúbica y el injerto intesti-
nal fue implantado con anatomosis término-lateral
entre la arteria aorta del donante y la arteria aorta
infrarrenal del receptor, y la vena porta del donante
con la vena cava infrarrenal del receptor. Se utilizó
para las anastomosis material de sutura nylon mo-
nofilamento 9-0 y 10-0, respectivamente (Figura 1).
Tanto para la extracción del órgano como para su
implante en el receptor se magnificó el campo ope-
ratorio mediante el empleo de un microscopio qui-
rúrgico (10 X). Los extremos intestinales del im-
plante fueron abocados al flanco del animal siguien-
do la técnica de eversión de mucosa.16

Los receptores fueron biopsiados a nivel ileal de
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Figura 1. Foto y esquema del implante heterotópico intestinal en la rata.

(#) Intestino trasplantado, (*) intestino nativo; (flecha blanca superior) incisión en piel para realizar la ileostomía proximal, (flecha blanca inferior) exteriorización
del intestino trasplantado al flanco del animal para realizar posteriormente la ileostomía, (flecha negra superior) indica la anastomosis venosa porto-cava que se
representa en el esquema a la izquierda de la foto. (flecha negra inferior) Indica la anastomosis arterial aorto-aórtica que se representa en el esquema a la izquier-
da de la foto, vena cava (VC), arteria aorta (AO). 
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Resultados

Los tiempos quirúrgicos del donante y del recep-
tor fueron de 100±5 minutos y 90±15 minutos. Los
tiempos de isquemia caliente, fría y total fueron de
34±5 minutos; 118±6 minutos y 153±15 minutos,
respectivamente. 

La Figura 2 detalla el índice de Park promedio
obtenido en los distintos tiempos de muestreo. El
daño más severo se observó en las biopsias a los
treinta minutos de la reperfusión (Park: 2,71±1,25
pre-implante Vs. 4,14±0,89 a los 30 minutos post-
reperfusión, P < 0,001), constatándose pérdida de
las vellosidades e infarto transmural en algunas
muestras, como se puede observar en las Figuras 3
a 5. Las biopsias a las 48 horas mostraron una ten-
dencia a la normalización (Park: 1,0±0,8), valores
que no presentaron diferencias significativas al
compararlas con los valores de Park post-disección
(Park: 0,57±1,13), demostrando además una recu-
peración del tejido velloso severamente dañado a
los 30 minutos post-reperfusión [Park: 1,0 ± 0,81 a
las 48 hs post-reperfusión Vs. 4,14 ± 0,89 a los 30
min post-reperfusión (P < 0,001]. A los 5 días de
supervivencia la mucosa se halló normal en el estu-
dio histopatológico (Park: 0) (Figura 6). Tres ratas
murieron al biopsiarlas a las 48 horas. Estos anima-
les no se encontraban vitales como los 7 restantes
que sobrevivieron satisfactoriamente a la toma de
muestras y presentaban grados superiores a 4 de ín-
dice de Park (Figura 3 a 5). Dividimos la serie total
según el índice de Park observado a los 30 minutos
de reperfusión, dado que las tres ratas que murieron
a las 48 hs presentaban un índice de Park superior
a 4 (6, 6 y 8, respectivamente). Hemos dividido la
serie total de 10 trasplantes en un grupo de 7 ani-
males cuyos índices de Park fueron inferiores a 4 y
en uno de 3 animales cuyos índices de Park fueron
superiores a 4 a los 30 minutos post-reperfusión. Al
comparar la curva de supervivencia de ambos gru-
pos se observaron diferencias altamente significati-
vas (P < 0,001), concluyéndose que la pérdida total
del tejido velloso afecta la supervivencia alejada de
los animales (Figura 7).

La expresión de MDA se detalla en la (Tabla 1).
Particularmente la inmunomarcación fue observada
en las células endoteliales de los capilares de la lámi-
na propia y de la capa muscular a los 30 minutos
post-reperfusión, mientras que las células epiteliales
solo presentaron valores superiores a 5% de marca-
ción si se encontraban descamadas. En la fase críti-

durante 30 minutos. La recuperación antigénica fue
realizada utilizando microondas a 750 W durante
15 minutos empleando una solución de citrato tri-
sódico 0,01 mol/L a un pH 6,0. Para el bloqueo de
las uniones inespecíficas las muestras fueron tratadas
con suero equino al 10% en PBS. Posteriormente a
la incubación de las muestras con el anticuerpo po-
liclonal anti-MDA ab6463 (Abcam 6463 Cambrid-
ge, USA),17 las mismas fueron incubadas con el
complejo avidina-biotina-peroxidasa de acuerdo a
las indicaciones del fabricante (Vectastain, Universal
Quick Kits; Vector Laboratorios Ltd, Peterborough, In-
glaterra). El revelado fue realizado mediante el em-
pleo de 3,3’-diaminobenzidina (Sigma). Para reali-
zar los controles negativos se omitió la incubación
con el anticuerpo primario. La expresión de MDA
fue calculada analizando 10 campos X400, utilizan-
do una escala semicuantitativa de 0 a 4 donde 0 co-
rresponde del 1% al 5% de inmunomarcación, 1 a
5% al 25%, 2 del 26% al 50%, 3 del 51% al 75%
y 4 a más del 75%. Cada grado refleja la extensión
de la inmunomarcación más que la intensidad de la
misma. 

Cuidados pre y postquirúrgicos 
Las ratas fueron alojadas e intervenidas quirúrgi-

camente en el Bioterio-Quirófano Experimental de
la Universidad/Fundación Favaloro donde se les
brindó los cuidados estandarizados en condiciones
micro y macroambientales apropiadas. El mismo se
encuentra aprobado por organismos de control na-
cionales (GMP Disposición ANMAT 6344/96) e
internacionales [USA Animal Welfare Assurance: Of-
fice of laboratory Animal Welfare (OLAW) at Natio-
nal Institutes of Health. Acreditación A5556-1. http-
://grants.nih.gov/grants/olaw/assurance/500index.htm-
?Country=AR#GridTop]

Análisis estadístico 
Se realizó estadística descriptiva. El grado de in-

juria por I-R se reportó como media ± DS para ca-
da biopsia/tiempo y se aplicó análisis de varianza
(ANOVA). Se utilizó el método de Kaplan-Meier
para analizar la supervivencia actuarial y se compa-
raron los grupos mediante el log rank test, conside-
rándose en ambos casos como diferencia estadística-
mente significativa una P < 0,05. Además, se repor-
taron los tiempos quirúrgicos del donante y del re-
ceptor, y los tiempos de isquemia caliente y fría. Es-
tos datos se presentan como media ± DS. 
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mo era de esperar, las muestras post-disección y pre-
implante carecían de una expresión superior al 5%
por no haber estado sometidas a reperfusión. No
obstante, es importante remarcar que con esta técni-
ca es posible identificar la zona de endotelio capilar
más sensible a I-R (Tabla 1). 
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Figura 2. Reporte del daño histológico según el índice
de Park en distintos tiempos del implante heterotópico
de intestino en la rata.

Los resultados se expresan como media ± DS de 10 determinaciones en todos
los tiempos evaluados a excepción de las 48 horas y los 5 días postrasplante en
los que sobrevivieron 7 animales.

Figuras 3, A y B. Park 5: pérdida del tejido velloso
(flecha negra).

A

B

Tinción: hematoxilina-eosina, objetivo 10X (A) y 40X (B).

ca, a los 30 minutos de la reperfusión, se manifies-
taron grados elevados hasta 3, indicando entre un
51% a 75% de extensión de la inmunomarcación en
las células endoteliales de los capilares de la lámina
propia. El mayor grado de expresión de MDA coin-
cide con los valores de índice de Park elevados. Co-

Figuras 4, A y B. Park 6: infarto de las criptas (flecha
negra).

Tinción: hematoxilina-eosina, objetivo 10X (A) y 40X (B).

Figuras 5. Park 8: infarto transmucoso (flecha negra).

Tinción: hematoxilina-eosina, objetivo 10X (A) y 40X (B).

A

B
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Discusión

El tejido intestinal es probablemente el órgano
más susceptible a la injuria por I-R. Ésta se traduce
en disfunción intestinal prolongada, pérdida de la
barrera intestinal, traslocación bacteriana y sepsis,
culminando en una respuesta inflamatoria sistémica
y falla multiorgánica.18 Este fenómeno se exacerba si
a las lesiones provocadas por I-R se asocian factores
inmunológicos de daño del injerto como sucede en
el trasplante clínico o en los roedores exocriados
trasplantados. 

En la secuencia de reproducción de la técnica
quirúrgica de trasplante de intestino en la rata, se-
gún ha sido descripta por otros autores y en nuestra
experiencia,11-13 tanto del modelo heterotópico como
ortotópico, hemos observado que el punto crítico de
estas técnicas microquirúrgicas se encuentra en la re-
perfusión. Si se presenta pérdida de tejido velloso o
infarto de las criptas inmediatamente posterior a la
reperfusión, no es posible obtener una supervivencia
prolongada del animal. De nuestros resultados se
desprende que un grado de índice de Park superior

a 4 a los 30 minutos de la reperfusión es incompati-
ble con una supervivencia posterior a las 48 horas
(Figura 7). La razón de haber obtenido este resulta-
do en tres animales probablemente sea un mayor
manipuleo del intestino durante su extracción.
Schaefer y col han descripto el rol de los macrófagos
residentes en la musculatura intestinal, los cuales ba-
jo condiciones fisiológicas residen en un estado
quiescente.19 Sin embargo, ante la manipulación del
intestino, son capaces de activarse con una respues-
ta severa celular y molecular que provoca un descen-
so en la motilidad intestinal y exacerba la sepsis pro-
movida por la ruptura de la barrera mucosa. Estos
animales presentan incoordinación, ataxia, opistóto-
no, letargia y piloerección, signología compatible
con un cuadro de endotoxemia. Llegamos a esta
conclusión ya que errores más evidentes en la técni-
ca quirúrgica, tales como hemorragia o torsión del
pedículo vascular, comprometen la supervivencia
inmediata (primeras 24 horas) o intra-quirúrgica.
Tal como detallamos en los métodos, estos animales
han sido excluidos del análisis. Las siete ratas que se
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Figuras 6. Park 0: imagen panorámica de la histolo-
gía normal del intestino de la rata.

Tinción: hematoxilina-eosina, objetivo 10X

Supervivencia de las ratas trasplantadas

0

20

40

60

80

100

120

0 1 2 3 4 5
Días

%

Park < 4 (30 min. de
reperfusión)
Park > 4 (30 min. de
reperfusión)

P<0,001

Figura 7. Curva de supervivencia según el índice de
Park observado a los 30 minutos de reperfusión.

Las ratas trasplantadas con índice de Park menor o igual a 4 a los 30 minutos
de reperfusión obtuvieron supervivencia alejada mayor respecto de aquellas con
Park mayor a 4 a los 30 minutos de reperfusión, con diferencias altamente sig-
nificativas.

Tabla 1. Expresión de MDA mediante inmunohistoquímica en los diferentes
tiempos del procedimiento y su relación con el índice de Park.
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encontraban clínicamente recuperadas evidenciaron
un comienzo en la normalización de la mucosa y las
biopsias revelaron espacio subepitelial en 2 muestras
(Park 1, Figura 8), espacio subepitelial extendido en
1 (Park 2, Figura 9) y mucosa normal en las restan-
tes (Park 0, Figura 6). 

El daño observado es atribuible únicamente a la
injuria por I-R, por tratarse de ratas isogénicas o en-
docriadas a las que un 98,4% de homocigosis les
confiere tolerancia inmunológica al recibir un órga-
no o tejido de un animal de la misma cepa endocria-
da. Por lo tanto, toda lesión que se presente será por
causas no inmunológicas del trasplante tales como la
lesión por I-R. La lesión tisular que acompaña al
proceso de I-R implica cambios profundos en la
membrana celular. El daño se inicia como conse-
cuencia de la actividad de la enzima fofolipasa A2,
con la subsiguiente liberación de ácidos grasos poli-
nosaturados de la membrana, particularmente ácido
araquidónico. La presencia de radicales libres de oxí-
genos generados durante la reperfusión oxida los
ácidos grasos polinosaturados y otras biomoléculas

generando MDA,20 lo cual es confirmado por nues-
tros resultados. Hemos observado que en la fase crí-
tica a los 30 minutos de la reperfusión se manifies-
tan grados elevados hasta 3 que significa entre un 51
a 75% de extensión de la inmunomarcación en las
células endoteliales de los capilares de la lámina pro-
pia, mientras que en los tiempos de muestreo post-
disección y pre-implante, cuando el tejido no ha su-
frido aún la reperfusión, la inmunomarcación es in-
ferior al 5% (grado 0) (Tabla 1). El primer blanco
de la lesión oxidativa es el endotelio vascular para
luego extenderse al resto de la arquitectura del órga-
no. Evaluar el MDA en biopsias inmediatas a la re-
perfusión del órgano nos permitiría valorar tempra-
namente el grado de compromiso del endotelio ca-
pilar.   

Así, todo procedimiento capaz de atenuar el da-
ño observado en las células epiteliales de la vellosi-
dad y endoteliales de los capilares en el momento
crítico, a los 30 minutos post-reperfusión, sería alta-
mente satisfactorio en cuanto a su impacto en la
morbimortalidad posterior. Además, los factores no-
inmunológicos de daño del injerto exacerban la in-
munogenicidad del mismo.9 Los resultados obteni-
dos se constituirían en una herramienta básica para
trabajos posteriores donde el objetivo sería obtener
grados de índice de Park menores, con la consi-
guiente normalización temprana de la mucosa intes-
tinal, buscando estrategias para atenuar las lesiones
por I-R y mejorar la calidad del injerto intestinal.
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