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PROPUESTA DE UN MODELO EXPERIMENTAL DE ENTERITIS
AGUDA INDUCIDA POR INDOMETACINA EN RATASALBINAS

Dunia RamosA.%, Pedro Angulo H.2, Alfonso Chavera C.2 y Milder Ayén S.*

ABSTRACT

Fifteen Holtzman male rats weighing 250 to 275 g were distributed in four groups.
Group 1 wassubcutaneously injected with 5% NaHCO3 (n=20). Groups2, 3and 4 received
15 mg/kg of indomethacin subcutaneously (n=10 rats/group). Macroscopic and
microscopic eval uation of small intestine (jgjunum-ileum) were carried out at first, second
and third day after drug administration. Intestinal injury were observed along the
mesenteric side of the middle and distal jejunum. Macroscopic lesions consisted of
bowel thickening and dilatation, absence of the mucosa, hyperemia and multiple
longitudinal and round ulcers. These lesions were observed at 24 h after drug injection
and were present by 72 h. Therewere no statistical differences (p>0.05) between groups
2,3and 4, relating to grosslesions. Microscopically, lesionswere characterized by erosion
of the mucosa, fibrinous and bacterial infiltration, neutrophilic and lymphocyticinfiltration,
necrosis of the mucosa and the muscularis, bowel perforations and fibroblastic
proliferation. Lymphocytes were present at first day (primary cellular indicator of
inflammation) and neutrophil swere present at second day (cellular indicator of persistence
and severity). Microscopic lesions were most evident by 24 h after drug injection.
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REsSUMEN

Se reprodujo un model o experimental de enteritis aguda con unadosis subletal de
indometacina en ratas al binas para caracterizar |as |esiones macro y microscopicas en el
yeyuno-ileon. Se utilizaron 50 ratas machos Holtzman, con un peso de 250-275 g distri-
buidasen 4 lotes. El lote 1 (control, n=20) recibié unainyeccién subcutdneade NaHCO3
al 5%y aloslotes 2, 3y 4 (n=10ratas/lote) selesaplicd indometacina (15 mg/kg de peso
vivo), viasubcuténea. L aeval uacién macroy microscopicadel intestino delgado (yeyuno-
fleon) sehizo el primer, segundoy tercer diadeinyectadaladroga. L aslesionesintestina-
lesse ubicaron en el lado mesentérico del yeyuno medioy distal. MacroscOpicamente se
observo engrosamiento y dilatacion delapared intestinal, pérdidadelamucosa, hiperemia
y multiples tlceraslinealesy circulares, que fueron evidentes dentro de las primeras 24
horas de inyectada laindometacina, manteniéndose hastalas 72 horas. No se encontra-
ron diferencias estadisticas con rel aci 6n al esiones microscépicas (p>0.05) entreloslotes
2, 3y 4. Los hallazgos microscdpicos estuvieron caracterizados por erosion delamucosa,
presenciadefibrinay bacterias, infiltrado neutrofilicoy linfocitario, necrosis delamuco-
say lamuscular, perforacionesintestinalesy proliferacién defibroblastos. Loslinfocitos
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sehicieron presentesdesde el primer dia(indicador celular inicial delainflamacion) y los
neutrofilos desde del segundo dia (indicador de severidad y persistencia).
Microscopicamente, las |esiones inflamatorias méas marcadas ocurrieron al segundo dia

de aplicadalaindometacina.

Palabras clave: indometacina, ratas, inflamacién intestinal aguda

INTRODUCCION

Las enfermedades entéricas son fre-
cuentesy muy perjudicialesen € crecimien-
toy desarrollo de muchas especiesy degran
impacto en lasaud y produccién animal.

Laindometacinaes unadrogaque per-
tenece a grupo de los antiinflamatorios no
esteroideos (AINES), con propiedades
antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas
bastante potentes, aunque su toxicidad halli-
mi tado su uso (Godhan et al., 1991). En
humanos, |a administracion crénica de
indometacina produce inflamacion gastro-
entéricay en animales experimentales la ad-
ministracion aguda reproduce & mismo cua
dro (Yamadaet al., 1993).

Se ha demostrado que una dosis
subletal de indometacina induce inflamacion
agudalimitadaa intestino medio deratas, lle-
gando a su maxima expresion a tercer dia;
observandose ulceracién de la mucosa, dia
rreaeinfiltracion de granulocitosy monocitos
(Yamadaet al., 1993). Reuter et al. (1997)
sugieren que la recirculacion enterohepética
de laindometacina es de capital importancia
para producir dafio en € intestino delgado,
donde el ndmero elevado de bacterias
entéricas probablemente amplifican € dafio
inicid de laindometacina. Asi mismo, la su-
presion sstémicadelasintesis de prostaglan-
dinas no seriaun componente critico del dafio
intestinal.

En vistadelagran repercusion econé-
mica de los cuadros entéricos en diversas
especi es de animal es domeésti cos, es necesa
rio su estudio para lo cua se requiere del

acondicionamiento de model os experimenta-
les animales. El presente trabgjo tiene como
objetivo proponer un model o experimentd ani-
mal de enteritis aguda con unadosis subletal
Unica de indometacina en ratas abinas, bgjo
las condiciones no controladas del laborato-
rio, caracterizando € dafio segun los hallaz-
gos macro y microscdpicos. Este modelo ex-
perimental de enteritis aguda permitiraredli-
zar y entender diversos estudios relaciona
dos con este campo.

M ATERIALES Y M ETODOS

Lugar deestudio

El presente trabajo se reaizo en €l
Laboratorio de Farmacologia, Toxicologiay
Terapéutica 'y en € Laboratorio de Histo-
Patologia de la Facultad de Medicina V eteri-
naria, Universidad Naciona Mayor de San
Marcos, durante los meses de mayo y junio
del 2001.

Animales

Se emplearon 50 ratas albinas macho
de la raza Holtzman de aproximadamente 4
meses de edad, con un peso entre 250y 275
g, provenientes del bioterio delaUniversidad
Naciona AgrariaLaMolina. Las ratas fue-
ron digtribuidas en 4 lotes de lasiguiente ma:
nera

- Lote 1: conformado por 20 ratas (con-
trol) alas que se lesinyecto bicarbonato
de sodio al 5% viasubcutaneaanivel del
dorso (200 mg/kg p.v.)

- Lotes2, 3y 4: cadalote conformado por
10 ratas, las que recibieron unainyec-
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Modelo experimental de enteritis aguda inducida por indometacina

cién subcutédneadeindometacina (0.75%,
disuelto en bicarbonato de sodio a 5%)
en dosis de 15 mg/kg de peso vivo. Los
lotes fueron sacrificados al primer, se-
gundo y tercer dia, respectivamente, de
iniciado € experimento.

Evaluacion del dafo intestinal

Se evaluaron laslesionespost mortem
dd intestino delgado (yeyuno-ileon). A nivel
microscopico se utilizd la escala propuesta
por Yamadaet al. (1993), que considerasels
grados de lesion:

- Grado 0: no ocurren cambios en la mu-
cosani enlaserosa

- Grado 1: hiperemia y/o sangrado
petequidl.

- Grado 2: Unicaerosén o ulceracion enla
mucosa.

- Grado 3: Unicaerosén o ulceracion enla
mucosa con hiperemia 'y lesiones adhe-
sivas hemorragicas en la serosa y €
mesenterio.

- Grado 4: multiples erosiones o ulceracio-
nes, en menos de 10 cm de extension.

- Grado5: mlitipleserosoneso ulceraciones,
en mas de 10 cm de extension.

A nivel microscépico se evauaron las
lesiones inflamatorias utilizando la clasifica
Cion de Slauson y Cooper (1990), que consi-
deratres grados de lesion:

- Grado leve: incluye escasa destruccion
de tgjido, escasas evidencias de dafio
vascular (hiperemiay edema) y pocaexu-
dacion.

- Grado moderado: la reaccion usuamen-
te comprende una parte de tejido dafiado
y hdlazgos visibles de reaccién inflama-
toria a la injuria, manifestada por la
acumulacion de leucocitos y fendmenos
vasculares.

- Grado severo: comprendelaextensién de
la reaccién moderada, en la cua se ob-
serva considerables dafios ddl tejido en
una gran extension, asi como abundante
exudacion.
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Andlisis estadistico

Parahallar ladiferenciaentreloslotes
2,3y 4seempledlapruebadeKruskal Walis,
y paracalcular larelacion entrelosdiastrans-
curridosy € grado de lesion se utilizé la co-
rrelacién de Spearman.

No se encontraron lesiones en los ani-
males del grupo control. Las lesiones intesti-
nales en los animal es tratados se ubicaron en
€l lado mesentérico del yeyuno medioy distal
y estuvieron caracterizadas por €l engrosa-
mientoy dilatacion delapared intestina, pér-
dida de lamucosa, hiperemiay presenciade
multiples Ulceras linedes y circulares; leso-
nes que fueron evidentes dentro de las pri-
meras 24 horas de inyectada laindometacing,
y semantuvieron hastalas48y 72 horas (Fig.
1, Cuadro 1).

L os halazgos microscdpicos observa
dos fueron: erosion de la mucosa, corion ex-
puesto y presenciadefibrina(Fig. 2) durante
los tres dias de evaluacion. Las bacterias se
presentaron en grado leve € primer diay en
grado moderado y severo, € segundo y ter-
cer dia. Los neutrdfilos estuvieron presentes
apartir del segundo diayy loslinfocitos desde
e primer dia

Lanecrosis delamucosa, submucosa,
muscular y serosa fue un hallazgo importan-
tey varié con € transcurrir de los dias. La
necrosis abarco la mucosay la muscular en
grado leve € primer dia, en tanto que & se-
gundo y tercer dia comprendio desde la mu-
cosa hasta la serosa en grado moderado a
severo. Paralelamente, se observo lapresen-
cia de fibroblastos con neoformacion de va
s0s (Fig. 2). Los cambios vasculares intesti-
nales (arterias, venas, y microvasos) se ob-
servaron desde € primer diay se mantuvie-
ron hasta el tercer dia; y el edema en
subserosa fue leve € primer diay més evi-
dente e segundo y tercer dia.
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Figural. Se observa dilatacion de la pared intestinal, hiperemia y multiples Ulceras
circularesy longitudinales, a las 72 horas postadministracion de indometacina

(15 mg/kg p.v)

INDOMETACINA 15 mg/Kg 3d.

Figura2. Se observa la presencia de fibrina y bacterias a las 72 horas postadministracion de
indometacina (15 mg/kg p.v). El exudado inflamatorio es predominantemente neutrofilico,
la necrosis de la capa muscular es severa, y hay presencia de fibroblastos con neoformacion
de vasos. También se observa vacuolizacion y degeneracién del plexo mientérico, inflamacion
severa de la serosa con un leve infiltrado linfocitario. HE, 25X

No se encontr6 diferencia a nivel
macroscopico entre los grupos de ratas sa
crificadas e primer, segundo y tercer dia
(p>0.05). A nivel microscopico se comprobd
gue exigtio diferenciaentre lotes de tratamien-

to (p<0.05, Cuadro 2). Estadisticamente se
demostro que laslesiones encontradas en los
lotes 3y 4 fueron smilares, pero diferentes
delashalladasen d lote 2. Se encontré quea
nivel microscopico existe una correlacion
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Modelo experimental de enteritis aguda inducida por indometacina

Cuadro 1. Grado de lesién macroscopica en € yeyuno de ratas tratadas con indometacinay
sacrificadas a primer, segundo y tercer dia post inyeccion, usando la escala de

Yamada et al. (1993)

NUmero de animales afectados!

Grado Dial Dia2 Dia3
Ceo 2 1 2
uno 2 1 1
Dos 0 0 0
Tres 0 0 0
Cuatro 1 2 2
Cinco 5 6 5

110 animales por dia de sacrificio

Cuadro 2. Grado de lesién microscopicaen € yeyuno de ratas tratadas con indometacina, y
sacrificadas a primer, segundo y tercer dia post inyeccion, usando la
clasificacion de Slauson y Cooper (1990)

NUmero de animal es afectados?

Grado

Dial Dia2 Dia3
Cero 2 1 2
Leve 3 0 1
Moderado 5 2 1
Severo 0 7 6

'10 animales por dia de sacrificio

positivaentre e grado de lesion (dafio) y los
dias transcurridos, |o que no sucede a nivel
macroscopico cuando se relacionan las mis-
mas variables.

Discusion

En e presente estudio, la indome-
tacinaen dosis de 15 mg/kg de peso vivo no
causd mortdidad en ninguno de los grupos
tratados, a igua que en otros estudios donde
Se usO lamisma doss por viaord. Sin em-
bargo, en otros estudios, laindometacinavia
intragéstrica, en dosismayoresa 15y 20 mg/
kg, provocd la muerte hasta en un 100% de
ratas machos Simonsen (Bjarnason et al.,
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1988; Kent et al., 1969). Por otro lado,
Yamada et al. (1993) reportaron un cuadro
de inflamacion intestina aguda sin causar
mortalidad, smilar alo obtenido en este en-
sayo, utilizando una dosis de 7.5 mg/kg de
peso vivo en ratas Sprague-Dawley.

Las|esiones encontradas se ubicaron,
preferentemente, en el lado mesentérico del
yeyuno medio y distal. Se observé que las
Ulceras decrecen en tamafio, nUmero e
intensidad amedidaque seacercan alaunion
ileocecal, lo que es coincidente con otros
reportes (Yamada et al., 1993; Kent et al.,
1969; Fang et al., 1977). Las Ulceras
intestinales encontradas fueron evidentes
dentro de las primeras 24 horas después de
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inyectada la indometacina, y fueron méas
severas, penetrantes y de mayor longitud, a
las 48 horas (Cuadro 1), tal y como fuera
explicado por otros autores (Kent et al ., 1969;
Yamadaet al., 1993).

En la evaluacién microscopica se ob-
servo que e maximo dafio ocurrié en € se-
gundo diay se mantuvo hasta € tercer dia
sin presentar mayores variaciones (Cuadro
2), adiferenciadelo encontrado por Y amada
et al. (1993) quienes encuentran € mayor
dafio al tercer dia. Esta diferencia posible-
mente se debe afactores tales como ladosis
empleada, razade animd y  medio ambiente
donde se desarroll6 € experimento.

Lapresenciadelinfocitosocurri6 des-
de € primer diay los neutréfilos a partir del
segundo dia, pardelo a la presentacion de
bacterias, que se encontraron en mayor can-
tidad a partir del segundo dia. Es probable
que lainvasién microbiana de la mucosa sea
el principa factor quimiotéctico (Bjarnason
et al., 1993). En la mayoria de los casos de
inflamacion aguda, los neutrdfilos predomi-
nan dentro delas primeras 6 a 24 horas, don-
de se desintegran y desaparecen en 24 a 48
horas (Robbins, 1992), para posteriormente
hacerse presentes los linfocitos;, sin embar-
go, en € presente estudio € predominio de
linfocitos ocurrid dentro de las primeras 24
horas y a continuacion predominaron los
neutrdfilos, Stuacion smilar alareportadapor
Yamada et al. (1993).

Estos datos sugieren que los neutrdfilos
no son los agentesiniciales de lainflamacion,
aunque es posible que su intervencion pueda
agravar el cuadro. Ademés, en este ensayo
se aprecio una relacion directa entre la pre-
senciade neutréfilosy € dafio intestind, que
a partir del segundo dia se presentan con
mayor intensidad; esto a su vez podria estar
relacionado con la liberacion de metabolitos
reactivos de oxigeno procedentes de los
neutrofilos tales como & anidn superdxido y
el radical hidroxilo, cuya presencia en esta-
dos deinflamacion aguday cronicadel intes-
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tino delgado han llevado a admitir el
protagonismo de dichos radicales en las pa
tologias intestindes (Miura et al., 1991; Sa-
las et al., 1999).

Los factores de perpetuidad de la
enteropatia inducida por indometacina pare-
cen ser las bacterias debido a su mecanismo
de accion sobre @ intestino (Yamada et al.
1993), toda vez que en este estudio se en-
contré unacorrelacion entre dafio intestinal y
el nimero de bacterias.

CONCLUSIONES

? Una inyeccion con dosis subletal de
indometacina a 15 mg/kg de peso vivo
induce una inflamacion aguda en € in-
testino delgado medio.

? El cuadro inflamatorio de la enteritis es
evidente dentro de las primeras 24 horas
de aplicada la inyeccién, siendo los
linfocitos los indicadores celulares prin-
cipales.

? Las lesones intestinales se manifiestan
con mayor intensidad en € segundo diay
se mantienen hasta € tercer diasin pre-
sentar variacion, teniendo como indica-
dor celular inflamatorio principd a los
neutrofilos.
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