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Andlisis fisioldgico de la accion fibrinolitica de
bromelinas sobre una trombosis experimental

RAFAEL AMARIS CASTELAR' ; ARNULFO CASTRO CORONA2, MIGUEL A. BARRIENTOS?,
CRUZ REYES VASQUEZ* y HECTOR BRUST CARDONA”.

Se evalud la accidn fibrinolitica de las:bromelinas (BRO) sobre una trombosis experimental inducida
por destruccion del endotelio vascular en una porcién de la arteria femoral de perros {n=10). Se hi-
cieron registros de: resistencia galvanica de la piel (RGP), temperatura subcutdnea proximal (TP) y
distal (TD) y flujo sanguineo distal al sitio de lesion, frecuencia cardiaca y de ventilacion y presién
arterial (PA). Solo a 5 de los sujetos se les administré una dosis BRO (10mg/kg, via I.V.) 48 horas
después de inducir la trombosis.

Al final, se realizé el andlisis histolégico del ramo arterial lesionado, el cual comprendié: extension y
penetracién de la inflamacién, infiltracién hemorragica y grado de trombosis. El andlisis computari-
zado de los registros poligraficos mostrd gran variabilidad entre los sujetos desde los periodos con-
troles. Sin embargo, el andlisis individual mostré una accién del tratamiento, especialmente en las va-
riables RGP, flujo sanguineo, TP, TD, y PA en la mayor{a de los animales. En todos los sujetos se
observd necrosis del endotelio, ruptura focal de la Jdmina eldstica interna y diverso grado de trombo-
sis. Los resultados apoyan una accién fibrinolitica de las BRO sugiriendo otros estudios con dosis
mayores o repetidas que justifiquen su utilizacion en el tratamiento de enfermedades tromboem-
bolicas.
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Introduccion

Las enfermedades tromboembdlicas arteriales y
venosas constituyen la causa mas frecuente de
mortalidad y morbilidad del ser humano adulto,
especialmente en zonas urbanas y desarrolladas,
incluyendo a América Latina (1, 2). Por ello, es
importante el desarrollo de procesos terapéuticos
que permitan evitar o corregir la trombosis. Va-
rios autores (3-6) han descrito la utilidad terapéu-
tica de enzimas proteoliticas en diferentes estados
clfnicos (inflamacién, tromboflebitis, trombosis
coronarias, etc.). Entre estas proteasas estdn las
bromelinas.
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Las bromelinas son sustancias que se obtienen
principalmente del tallo de plantas de la familia
Bromeliaceae. Las que han presentado mayor acti-
vidad proteolitica son las obtenidas del tallo y fru-
to de la Ananas comosus (cominmente conocida
como pifna) (7). Ademds, poseen minima toxici-
dad (8). Diferentes preparados de bromelinas
(abreviaremos como BRO) se han utilizado experi-
mental y terapéuticamente, principalmente como
antiinflamatorio, administrado tanto por via oral
como por varias vias parenterales (9-12). Se ha
descrito {13, 14) en las BRO la capacidad de inhi-
bir la agregacidn de plaquetas y se sugiere que este
efecto estd en relacion con la via de sintesis de
prostaglandinas en las plaquetas.

En observaciones experimentales, se encontré
un aumento de la concentracion sérica de plasmi-
na y de antitrombinas, un aumento del tiempo de
protrombina después de la administracién oral de
BRO (15) y ademds, un aumento en la actividad
fibrinolitica del suero (8, 16, 17), posiblemente
por activacion del sistema plasmindgeno-plasmina
(8, 18, 19). Con el fin de ampliar el conocimiento
de esta sustancia en relacion con procesos trom-
boliticos nos propusimos, en este trabajo, valorar
mediante el registro poligrafico de variables fisio-
l6gicas la posible actividad fibrinolitica o anti-

trombética de las BRO en un modelo “‘in vivo” de
trombosis experimental en perros.

Material y Método

1. Maniobras quirdrgicas.

Se utilizaron 10 perros (n = 10) machos o hem-
bras entre 10 y 17 kg de peso corporal; se divi-
dieron en dos grupos: cinco controles y cinco
tratados. En todos se indujo la trombosis me-
diante el siguiente procedimiento: los animales
fueron anestesiados con pentobarbital sédico
(35 mg/kg de peso, via [.V). Durante el acto
quirdrgico en condiciones de asepsia y utilizan-
do material e instrumental estéril, los animales
ventilaron hacia el aire ambiente a través de
una canula endotraqueal; en la vena radial tu-
vieron una venoclisis de solucién salina al 0.9%,
la cual contenia la dosis de sostenimiento del
anestésico, calculada a 5 mg/kg/hora. En una
extremidad posterior se disecd la arteria femo-
ral en un tramo de 3 a 4 c¢cms. se ligaron las co-
laterales de ese tramo a excepcidn de la rama
muscular (20). Este ramo arterial se aislé entre
dos pinzas vasculares de Satinsky, se canuld a
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través de [a arteria colateral y se vacio de san-
gre. Después de lavarlo con solucién salina se
llend con una solucién 0.1 N de 4cido sulfdri-
co. Lasolucion dcida se retir al término de cin-
co minutos. El tramo muscular se lavé con agua
destilada estéril haciéndola fluir a través de una
aguja introducida por el extremo opuesto de la
zona arterial lesionada. Después se retiraron ca-
nula y aguja, se ligd la arteria colateral. Se reti-
raron las pinzas y se hizo hemostasia por com-
presién cuando fue necesario. Se cerraron los
planos y se suturd la piel utilizando seda.

. Diseno experimental

Una hora previa a la induccién de la trombosis
se iniciaba el registro poligrafico de las siguien-
tes variables: resistencia galvdnica de la piel
(RGP), flujo sanguineo de la arteria femoral,
temperatura subcutanea proximal y distal al si-
tio de trombosis, frecuencia cardiaca y de ven-
tifacion. Se realizaron seis perfodos de registro
de tres minutos iniciados cada 10 minutos (fase
1 de registros). A esta fase 1 se le considerd re-
gistro control del sujeto correspondiente. Lue-
g0, se procedia a inducir la trombosis. Cuarenta
y ocho horas después, nuevamente bajo aneste-

sia general, los animales fueron sometidos ini-
cialmente a la fase 2 de registro de las variables
mencionadas, ademds de la presidn arterial, du-
rante una hora y con las mismas caracterfsticas
de la fase 1. Inmediatamente después se aplicé
lasolucion salina isotdnica (grupo control, n=5)
o la solucién de BRO. Las BRO (Laboratorios
RORER de México) diluidas en solucién salina
isoténica (10mg/ml) se administraron en dosis
de 10 mg/kg a través de la venoclisis, en un
tiempo que varié entre cuatro y 10 minutos.
Dentro de los 10 minutos siguientes se reinicié
el registro de todas las variables por un tiempo
de 240 minutos. (fase 3 de registros, tres minu-
tos de registros cada 10 minutos). En el cuadro
1 se resumen las fases de registros y su duracién
y caracteristicas. Finalizada la obtencidn de re-
gistros, el tramo de arteria femoral lesionada se
aislé y se cortd por sus extremos e inmediata-
mente se abridé longitudinalmente para la veri-
ficacion de trombosis, se colocé en solucién de
formaldehido al 10% para su posterior andlisis
histologico.

. Registros poligraficos

Las variables fisiolGgicas se registraron en un
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poligrafo (GRASS, Mod. 7) v en un fisidgrafo
(Physiograph six, Narco Biosystems). Ademas,
algunas variables se grabaron en cinta magnéti-
ca (grabadora Ampex PR-500). Las variables re-

gistradas fueron:

3.1 Resistencia galvanica de la piel (RGP): los
electrodos, separados 3 c¢cm entre si se coloca-
ron en el extremo distal de la cara interna del
muslo en que se indujo la trombosis (preampli-

ficador GRASS, Mod. 7 P1A).

3.2 Flujo sanguineo arterial femoral: se midié
mediante un fluxémetro (Gould Statham, Mod.
2202) que utilizael método de impedancia elec-
tromagnética. La sonda electromagnética se co-
loc alrededor de la arteria femoral, distalmen-
te, 2 cm al sitio de trombosis. La senal eléctrica
procedente del fluxémetro se registré en papel
a través del poligrafo y también se grabé en cin-
ta magnética.

3.3 Temperatura subcutanea proximal (TP) y
distal (TD): se utlizaron dos termopares de dis-
co (YSI series 700 No. 708) y acopladores de
temperatura (tipo 7174) del fisiégrafo. Los ter-
mopares fueron introducidos por la incision
realizada para disecar la arteria femoral, se co-
locaron: uno, proximal y otro, distal en rela-
cién al sitio de trombosis.

3.4 Frecuencia cardiaca: se calcul6 del electro-
cardiograma (EKG) registrado poligraficamente
y grabado en cinta magnética. Los electrodos
de aguja se colocaron a nivel tordcico.

3.5 Frecuencia de ventilacion: se registré poli-
graficamente (preamplificador Mod. 7P5), la se-
fal procedia de un transductor de temperatura
(Termopar de respiracion, Narco Biosystems)
colocado a la salida de la canula endotraqueal.

3.6 Presion arterial: su medicidn, por el méto-
do directo, se realizé Gnicamente durante las
fases 2 y 3, en la arteria femoral contralateral a
la trombosada y utilizando un transductor de
presion (Narco Biosystems, Mod. PT0O00B) co-
nectado al fisiégrafo; a su vez, la seial eléctrica
correspondiente también se grabé.

. Analisis de los registros

Las tres fases de registro de cada sujeto suma-
ron un total de 36 perfodos de tres minutos ca-
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da uno: seis antes de la induccion del trombo;
seis posteriores a la induccion de la trombosis
y 24 posteriores a la administracion de solucion
salina o de bromelinas. En los registros en papel
de RGP, de TP y de TD se obtuvieron valores
promedios (calculados a intervalos de 30 segun-
dos) representativos de cada periodo. Del regis-
tro de ventilacion se obtuvo la frecuencia por
minuto representativa de cada periodo. El and-
lisis de los registros grabados de flujo sangui-
neo, EKG vy presion arterial (PA) se realizé en
una computadora DEC PDP 11/40 utilizando

un programa especifico elaborado en lenguaje
Fortran 1V. De los registros de PA y de flujo
sanguineo se promediaron los valores obtenidos
cada 8 miliseg. y al final de cada periodo se
mostraban en relacién al valor de calibracion
dado previamente en mm de Hg o ml/min. res-
pectivamente, E| promedio total de cada varia-
ble correspondia al promedio/min representati-
vo del periodo. Del registro de EKG, el progra-
ma contaba los “picos’” (complejos QRS) que
sobrepasaban de un nivel de voltaje dado pre-
viamente y mostraba al final de los tres minu-
tos la frecuencia/min de ese periodo. Los resul-
tados de las variables eran mostrados en papel
y ademds, almacenados en disco magnético pa-
ra su posterior andlisis estadistico.

. Analisis estadisticos de los resultados

En la evaluacion estadistica se utiliz6 el Sistema
Interactivo de Andlisis Bioestadistico (SIAB)
(21) introducido en la computadora. Las prue-
bas utilizadas fueron: a) “t” correlacionada; b)
analisis de regresién simple; y c) analisis de re-
gresion multiple.

. Analisis histoldgico

Los tramos de todas las arterias lesionadas se fi-
jaron en formol al 10%.Posteriormente, se in-
cluyeron en parafina y se hicieron cortes tras-
versales de 7um; se realizaron tres tipos de tin-
ciones: a) Hematoxilina - eosina; b) Verhoeff y
¢) Masson.

Se valord la destruccidn del endotelio (intimec-
tomia), la inflamacién e infiltracién hemorrdgi-
caen la pared vascular y la presencia y la exten-
sion de la trombosis. A estos resultados, cuanti-
ficados porcentualmente, se les aplico la trans-
formacién geométrica arcoseno de la raiz cua-
drada y se les someti6 la prueba estadistica U
de Mann Withney (21, 22).
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Resultados

1. Registro de variables fisioldgicas

El cuadro 2 resume los cambios significativos
que mostraron todas las variables en todos los
sujetos en las tres fases del experimento.

CUADRO No. 1

REGISTROS DE 3 MIN. CADA 10 Min.

Registros  Duracion Observaciones

Fase 1 60 min. Antes de inducir trombosis

Fase 2 60 min. Después de inducir trombo-
sis.

Fase 3 240 min. Después de tratamiento

(Solucion salina o BRO).

CUADRO 2. Variables registradas

Sujeto | RGP | Flujo | TP TD FC FV PA
1C | *[* [ —=*LI[*[d]—]V[- 1 \
2C (I3 | =¥V ]=14*FN I~ -
3C Bl |+ %] —[*[* | +]|+|*] +
4C ||| V|- 1-d =13y |- \:
5C | *[* | ¥ —*||—-N |I|d |~ |— \:
1B S [k | | _|* [ % * | k% ] I __ ¢
2B 3l IV B S L I L L *
3B | y[* | =% | * — =]y =
4B VI* | *| =% *| =%} |)] - -
SB [d[* | A= * |- ~—=[+] —
12 121 212 121 2 2

* = Incremento
)= Decremento
__ = No cambio significativo

1 = Cambio de la fase 2 con respecto a la fase 1.
2 = Cambio de la fase 3 con respecto a la fase 2.
+

— 50[‘ dificultades técnicas se desconocen éstos
atos.

El andlisis estadistico empleado fue la t correla-
cionada. En este cuadro, la presencia de un as-
terisco, una flecha dirigida hacia abajo o un
guion representan un incremento, un decremen-
to o la no existencia de un cambio estadistica-
mente significativo (p <0.05) respectivamente.
En el cuadro, cada una de las variables contiene
dos columnas: la primera, describe el cambio
sucedido en la fase 2 con respecto a la fase 1;la
segunda muestra el cambio en la fase 3 con re-
lacion a la fase 2.

La RGP tuvo diferentes valores en controles y
tratados desde la fase previa a la induccion del
trombo considerando a todos los sujetos. Asf,
los cambios de RGP observados en la segunda
fase con respecto a la primera fase fueron de
direccidn opuesta en diferentes animales, inde-
pendientemente del grupo al que pertenecian.
En la primera columna de la variable RGP (cua-
dro 2) se muestra el efecto de la induccion del
trombo. En los sujetos controles, la respuesta
de la variable no fue constante. Tres sujetos
mostraron un incremento, mientras que los res-
tantes un decremento. La direccion de esta res-
puesta se mantuvo durante la tercera fase, a ex-
cepcion de dos sujetos en los que no hubo nin-
guna diferencia (segunda columna). Por el con-
trario, la respuesta en los sujetos experimenta-
les (tratados) en la fase 2 fue principalmente de
una disminucion, observada en tres de los cinco
sujetos. En estos cinco animales la administra-

cion de BRO invirti6 la direccién de la respues-
ta en cuatro de los mismos.

El flujo sangurneo mostrd variabilidad en todos
los sujetos. Por ejemplo: considerando tanto ani-
males controles como tratados se observa que
el 78% de ellos presentaron disminucién del flu-
jo sanguineo posterior a la induccién de trom-
bosis {cuadro 2). Aunque solo el 47% de esta
disminucion alcanza valores con significacién es-
tadistica (p<<0.05).En dos casos se observo un in-
cremento del flujo en la fase 2 (sujetos 5c y 4b).
Posterior a la inyeccién de solucion salina (con-
troles), persistieron las mismas condiciones y
solo un sujeto que no habia mostrado cambios
por la trombosis ahora presenta un incremento
del flujo (sujeto 2¢). La situacidn es similar en
los sujetos tratados con BRO, no se observa cam-
bio significativo, a excepcién de un sujeto (5b)
que, aunque no mostré cambio significativo
postrombético del flujo, ahora si presenta una
disminucién del mismo,
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Otra de las variables de cardcter local, que po- e o boi o3 RGPS

dria mostrar cambios mas relacionados por efec- 0 10 D oy 20
to tanto de la trombosis como del tratamiento, - MWW ]
lo constituyen Ia TPy 1a TD al sitio de trombo- “f - ok
sis. La TP y la TD fueron diferentes en todos LT MZ :: .
los animales. La TD siempre mostrd valores li- ’ eav o]
geramente menores que la TP (figs. 1-4). Enel N L wlio
oo o]
Sriaminn S Sajeto 2 sRGPKahm o Gt wd f: Q:M wp
{ ' 20 4
™ e e T
1 J ! 100 4
sl wgw‘umwm 1w ARREP ARSI 1 M

'
) 0 | Periodos de 3 minutos

Fao !
30 ?Bvﬁf 1 s
|20 VX\

] | E : o] Fig. 3. Sujeto 3-B
204 3‘.-."“' 50 :- 100
] fmé o] la tercera fase del experimento, después de la

o] mem 1w administracion de solucién salina (grupo con-
1 P w0 ] trol) existe inversion de la respuesta de aumen-
dw b wl o toen la TP y en la TD en dos de los sujetos y
AP AR S = p) ningtn cambio en los otros; sin embargo, man-

Pelodos e 3 minuos tuvieron ellos la relacién directa, obteniendo un

coeficiente de correlacién lineal de 0.987. Des-
pués del tratamiento con BRO, la TP aumentd
aun mas en cuatro sujetos, mientras que fa TD
sOlo aumentd en uno, disminuyd en otro y no
se modificd significativamente en los restantes
(cuadro 2). El analisis de regresiéon para TPy
TD en la fase 3 de este grupo mostré un buen
coeficiente de correlacion lineal, calculado en

Fig. 1. Sujeto 2-C

caso de los sujetos controles, tres de ellos mos-
traron un incremento de TP y ninguno mostro
decremento de TD, sino mds frecuentemente
también existié un incremento de la TD en los
mismos sujetos. Los otros dos sujetos que mos-

traron una disminucién de TP, también mostra- 0.958
ron unadisminucién de TD (cuadro 2). En otras
palabras, la relacion entre ambas variables siem- . ymasr o pora ¢ Aol § e Card i
. . ., , 4 Flujo/min. » Distal = Presion mm de Hg.
pre fue directa. Esta situacion se observé en los o % ‘ , o
animales experimentales antes del tratamiento: ] ; | 100 :{
cuatro de ellos mostraron un incremento de TP wf g HUUUUUUUIUIUURRUS S e o, [
y tres de los mismos un incremento de TD. En . Wﬁzﬁﬂ;&i o]
30 .-:".E 70 4 150
Temperaturas (°C) T ; : 60
:::lv;gl:::’:\ll;mn :;llt::'mal * RGP Kohms ::’r:‘.énul;d’{‘mdi'nﬂ‘ » J ‘: w0 :' o
5 J.w ; ! Moy 250 = mwww 1
| i 100 10 4 ‘ 30 1 s0
ol ool wl = \Q:;WN ]
LS ST ey H ]
30 : : s ol i | w0 do
30 : H nt 1%
%J\’! : ] TR T B ;4
1 | 60: Periodos de 3 minutos
2 4 : : 04 100 . .
» \\/ : ] Fig. 4. Sujeto 5-B
10 . ; %0} %
I AR ] La FC fue la variable que presenté mayor diver-
o [, i wl o sificacion de sus valores, tanto al comparar las
e e - -, diferentes fases, asi como entre los periodos de
Partodende 3 it cada una de las fases, particularmente durante
la tercera. En tres de los sujetos controles se ob-
Fig. 2. Sujeto 5-c servé una disminucion de la FC en la fase poste-
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rior a la induccién del trombo, mientras que tres
de los sujetos experimentales mostraron un in-
cremento en la misma fase. El resto de sujetono
mostro cambios significativos. En la tercera fase,
alguno de los cambios persisten en la misma di-
reccién, pero sin ninguna correlacion definida
con los encontrados en la fase 2.

Después de la induccion del trombo, la FV se
modifico en 3y 4 de los sujetos controles y ex-
perimentales respectivamente. Aungque esta res-
puesta fue también variable, la principal ten-
dencia es hacia la disminucion en ambos grupos
(primera columna del cuadro 2). En la tercera
fase esta disminucion persiste en dos sujetos del
grupo control y solo en uno del experimental,
no existiendo ninguna diferencia para el resto
de los sujetos. Es decir, esta variable mostr6 un
comportamiento similar entre los sujetos con-
troles y los tratados.

Por razones de indole técnica, los registros de
PA solo se realizaron durante las fases 2 y 3,
por lo que para esta variable solo se muestran
los cambios encontrados al comparar estas fa-
ses. De los sujetos controles, solo tres mostra-
ron un decremento de la PA. Entre los sujetos
experimentales, tres mostraron también cam-

bios significativos, pero dos exhibieron incre-
mento y uno decremento.

. Resultado del analisis histologico

En todoslos sujetos, laextirpacion de la porcion
de arteria lesionada se efectud a las 48 horas
posteriores a la induccién del trombo y aproxi-
madamente cuatro horas posteriores a la admi-
nistracion de una dosis de bromelinas o de solu-
cion salina. El andlisis histologico mostré que la
técnica de inyeccidon de acido sulfdrico 0.1N
produjo principalmente 5 tipos de lesion: ne-
crosis del endotelio, inflamacién, infiltracion
hemorrdgica en la pared vascular, ruptura de la
ldmina eldstica interna y trombosis. A excep-
cion de la necrosis de endotelio y de la ruptura
de la ldmina eldstica, estos cambios patoldgicos
fueron variables entre los sujetos de ambos gru-
pos. Todos los animales mostraron necrosis to-
tal de endotelio vascular (intimectomia quimi-
ca) en el sitio de lesién, de tal manera que esta
no es visible en los cortes. Igualmente, la mayor
parte de los cortes mostraron ruptura de la }i-
mina eldstica interna. Se observd gran variabili-
dad en relacién con el grado de trombosis. Esta

varié de la presencia de un trombo incipiente
mal organizado y focal, que posiblemente pro-
ducia una ligera o nula obstruccion de la luz del
vaso hasta una trombosis bien organizada y ex-
tensa que sugirio una obstruccion total de laluz
del mismo. Se decidio cuantificar porcentual-
mente estos cambios patoldgicos, de esta for-
ma: si la inflamacion abarcaba el 25% de la cir-
cunferencia interna del vaso se le asignaba una
cruz (+), si la inflamacién afectaba el 50% se le
atribuian dos cruces (++) y asi sucesivamente.

De forma similar se procedio con la infiltracidn
hemorragica. Los valores asignados para la for-
macion trombdtica fueron de una + (25%) si el
trombo era incipiente y focal; ++ (50%) cuando
se trataba de trombos incipientes extensos; +++
(75%) en el caso de trombos organizados foca-
les y de ++++ (100%) para trombos organizados
y extensos. El cuadro 3 muestra en forma resu-
mida los hallazgos observados en el analisis his-
tologico de todos los sujetos. En forma general,
se observan porcentajes mds bajos de cambios
patologicos en los sujetos que fueron tratados
con la dosis Unica de bromelinas, sin embargo,
la aplicacion de la prueba estadistica no para-
métrica U de Mann Whitney no revel6 diferen-

cia significativa entre los sujetos controles y los
tratados.

Discusiéon y Conclusiones

Las variaciones en los diferentes animales con-
troles y experimentales, son de tal magnitud que
es conveniente analizarlas por separado y su discu-
sibn se centrard en el andlisis individual; sin em-
bargo, algunos resultados de las variables fisiol 6gi-
cas muestran tendencia que parecen estar de acuer-
do con el planteamiento teérico de grupo. Se han
descrito cambios en la fisiologia cardiovascular
por efecto del grado de anestesia (23). Este factor
es particularmente importante en la respuesta in-
dividual y en situaciones experimentales en las
que fue necesario registrar por varias horas. Ade-
mds la anestesia, al modificar los reflejos neurohu-
morales, puede influir sobre el tono muscular y
sobre los posiblesefectos inducidos por el trombo.

Ninguno de los animales mostré signos evidentes
de respuesta al dolor. Es importante mencionario,
puesto que se ha descrito que entre las respuestas
al dolor estdn las del sistema nervioso auténomo
que alteran de alguna forma el riego sanguineo
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(24). Otros factores muy dificiles de controlar y
que pudieron contribuir a la variabilidad de los re-
sultados obtenidos son: la raza, la edad, el tamano
y la condicién fisica (25). Particularmente impor-
tante, por las variables registradas, es el grado de
vascularizacion y revascularizacion funcional de
las extremidades en que se efectuaron los regis-
tros.

En la RGP, en cinco sujetos se obtuvo un valor
promedio mayor en la segunda fase con relacion a
la primera, lo que parece coincidir con la suposi-

cion de que al disminuir el riego sanguineo por la
trombosis, aumenta el valor de RGP, En fos suje-
tos restantes el valor promedio de RGP en la se-
gunda fase fue significativamente menor que la
primera. Esto podria relacionarse a que el drea en
donde se colocaron los electrodos correspondié a
una de mayor vascularizacion colateral y a que en
el animal anestesiado en el que disminuyen las ac-
ciones ‘“‘tonicas simpdticas’’, puede aumentar la
irrigacion (26), presentandose entonces una dismi-
nucion de la RGP. Al relacionar los resultados elec-
trofisiologicos con los histoldgicos correspondien-
tes se observa que los que presentaron un mayor
valor de RGP tenian una trombosis minima de
75% en cuatro de los cinco sujetos. Por otro lado,
de los cinco que mostraron menor promedio de
RGP en la segunda fase, cuatro de ellos mostraron
trombosis maxima de 50%. Ademds, los animales
controles que presentaron mayor RGP en la fase 2
persistieron en un mayor aumento durante la fase
3. Mientras que, los sujetos tratados con BRO que
mostraron mayor RGP en la fase 2 en uno persis-
tié el aumento y en el otro se invirtio dicha res-
puesta. En los sujetos tratados y con trombosis
maxima de 50% también se invirtio la respuesta.
Con base en esto podemos inferir: a) la lesion oca-
sionada en la pared vascular indujo en forma defi-
nida un aumento o una disminucién en el valor de
RGP que dependid del grado de trombosis; y b) el
tratamiento con BRO produjo en esta variable una
inversion de la respuesta, sélo cuando el grado de
fa trombosis era de un maximo de 50%.

En relacion con la variable de flujo sanguineo
fa disminucion post-trombética mds importante se
presentd en sujetos con un grado de trombosis
que varié entre 50 y 100% (cuadro 2 y 3). Esta
observacion estd de acuerdo con lo observado por
Gerts et al (27), quienes demostraron que es ne-
cesaria una reduccidon mayor del 60% en el diame-
tro de un vaso arterial para que se produzca una
reduccion cuantificable del flujo distal. Por otro
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CUADRO 3.
Extension | Penetracidn o .

SUEto | iamion, intomecion| emerisies] trombnss
1C ++++ +++ ++ 4
2C ++ + + +++
3C ++++ +++ ++ ++
4C +++ ++++ ++ ++
5C + ++ ++ +++
1B ++++ ++ ++ +++
2B + ++ ++ ++++
3B ++ ++ + ++
4B +4++ +++ +4+++ ++
5B + + + +

lado, el 22% de los sujetos mostraron, contradic-
toriamente, un incremento post-tromboético del
flujo. Este efecto podria explicarse por un cambio
en la velocidad del flujo al disminuir el didmetro
efectivo del vaso, lo cual produciria un incremen-
to en la velocidad del flujo, con lo que éste tende-
ria a mantenerse constante o aumentar a pesar de
este grado de obstruccion. lgualmente, otro aspec-
to es el grado de vasodilatacién distal que se pue-
de presentar por accién de la trombosis, efecto
que es mediado por el sistema nervioso simpdtico
y por factores metabolicos locales, situacién en la
cual los valores de flujo podrian verse aumentados
(26, 28, 29). En cuanto a la fase 3 los sujetos con-
troles mostraron una gran variabilidad, sin ningu-
na tendencia definida hacia el aumento o disminu-
cién. En las grdficas correspondientes (figs. 1-4) se
observa una tendencia al ascenso hacia el final de
la fase 3 en cuatro de los cinco sujetos tratados
con BRO, (1B, 3B, 4B y 5B) pero tal tendenciano
es significativa estadisticamente en refacion con la
fase 2. Se aplicé la prueba estadistica de regresion
multiple con los datos de la tercera fase en los ani-
males controles y tratados con BRO. Para ello se
considerd como variable dependiente los valores
del flujo. En los controles el andlisis de regresion
multiple contra frecuencia cardiaca (FC)y el grado
de trombosis mostrd la existencia de un coeficien-
te de determinacion de 0.998. Es decir, que se
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puede afirmar que el 99% de los cambios en el flu-
jo se pueden explicar por la accidn simultdnea del
grado de trombosis y de la FC en el rango de re-
sultados de la tercera fase de los sujetos controles.
Al aplicar esta prueba en la fase 3 para las mismas
variables en los sujetos tratados, el coeficiente de
determinacion resultd ser 0.78. Es decir que la co-
rrelacion se reduce hasta el 78% en los sujetos ex-
perimentales lo cual sugiere cierto afecto del tra-
tamiento. Es posible que de prolongarse las obser-
vaciones o de incrementarse el tratamiento, esta

correlacion de los cambios en el flujo producidos
por el trombo podria aclararse aun mds. Cabe re-
cordar que el final de la fase 3 corresponde a los
registros obtenidos tan sblo 4 horas después de la
dosis unica de BRO. Ademds, estos sujetos mos-
traron segun el andlisis histologico, grados de trom-
bosis entre el 25 y el 75%.

Parael TPy la TD, los cambios inducidos por el
trombo asi’ como por el tratamiento no fueron
constantes, pero la tendencia mas frecuentemente
observada por efecto del trombo, en los dos gru-
pos de animales fue el aumento de ambas tempe-
raturas. En la tercera fase, a diferencia del grupo
control, el 80% del grupo experimental mostré un

aumento de TP y un efecto no claro en la TD, sin
embargo, segun el andlisis de regresion maltiple en
el grupo control, considerando a la TD como va-
riable dependiente y a los cambios el flujo y al
grado de trombosis como variables independien-
tes, se encontré un coeficiente de determinacién
de 0.72, lo cual indica que el 72% de los cambios
de TD pueden ser explicados con base en los cam-
bios de flujo y del grado de trombosis, conside-
randolos simultineamente. Cuando el mismo and-
lisis se aplico en el grupo experimental, el coefi-
ciente resultd ser de 0.15, con lo cual parece ser
que los cambios de TD, ahora no son bien explica-
dos por los mismos parimetros independientes
(flujo y trombosis) en este grupo de sujetos, lo
cual podria sugerir un efecto del tratamiento so-
bre el grado trombosis o sobre el flujo. Conside-
rando la buena correlacion lineal existente entre
la TP y la TD, se apoya el concepto de que la vas-
cularizacion colateral subsecuente a la trombosis
(30) jugd un papel importante en el mantenimien-
to de dichas temperaturas y posiblemente en el
comportamiento de otras variables.

En relacion con la FC, la comparacién de la fa-
se 1y 2 resultd en que los cambios significativos
se distribuyeron uniformemente en todos los su-
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jetos (tres mostraron aumento, tres disminucion
y tres no cambiaron). Ademds, entre las fases 2 y
3 tampoco se observd una respuesta definida ha-
cia alguno de los cambios mencionados conside-
rando ambos grupos. Podemos inferir que el fac-
tor primordial para este comportamiento de la FC,
al igual que en el caso de la FV es el nivel de anes-
tesia alcanzado y sostenido en cada animal.

La variabilidad que presentaron los registros de
FV fue minima en cada una de las fase, lo cual se
manifiesta en los pequenos valores de la desvia-
cion estandar de ellas. Sin embargo existieron di-
ferencias al comparar las tres fases, especialmente,
entre lasfases 1y 2 en todos los sujetos. Estacom-
paracion mostro que en el 70% de los sujetos, la
FV fue estadisticamente diferente en la sesion rea-
lizada 48 horas después de la induccion del trom-
bo. Al comparar las fases 2 y 3, ahora el 70% de los
sujetos no muestran diferencias de los promedios.
Una posible explicacion a los cambios que presen-
t0 esta variable entre las fases 1y 2 esel nivel de
anestesia. Debemos recordar que transcurrieron
48 horas entre estas dos fases, lo que representa
dos sesiones quirdrgicas y dos inducciones de
anestesia diferentes. Bajo estas consideraciones y
del conocimiento de los efectos del nivel de anes-
tesia en los procesos de regulacion de la ventila-
cion podemos suponer que estas respuestas no se
vieron influenciadas por la lesion arterial infligida
ni por la administracion de solucidn salina o de
BRO. Posiblemente, entonces, el aspecto mds im-
portante de la variabilidad fue el grado de aneste-

sia con que los sujetos iniciaban las sesiones expe-
rimentales.

La PA presentd un coeficiente de correlacion
simple con la FC de 0.64 y 0.71 para los sujetos
controles y tratados con BRO respectivamente
durante la fase 3. El 75% de los sujetos controles
presentaron disminucién de la PA en la fase 3 y el
restante 25% no mostré cambios significativos al
compararsele con la fase 2. En los sujetos tratados
con BRO sdlo el 20% mostrd un decremento de la
PA. Los restantes se distribuyeron por igual entre
un aumento y ningdn cambio al comparar esas
mismas 2 fases.Se ha descrito(8,31) que la adminis-
tracion de BRO por via V. provocé disminucién
de la PA y aumento de la FC en perros y ratas. La
duracién de los efectos dependié de la rapidez de
administracion de las BRO, Los autores demostra-
ron que este aspecto hipotensor es debido ala acti-
vacion del sistema precalicrefna-cinina a través de la
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activacion del factor de Hageman inducido por las
BRO (31). En el presente experimento tal efecto
hipotensor no se observd. Por el contrario el 50%
de los sujetos tratados con BRO que mostraron
un cambio significativo presentaron un claro au-
mento de la PA, En el restante 50% el aumento no
es significativo (cuadro 2). Estos resultados sugie-
ren que los sujetos tratados con BRO mantuvie-

ron niveles mds sostenidos de PA (insinuando ten-
dencia al aumento) en el transcurso del experi-
mento a diferencia de los sujetos controles, en los
cuales prevalecié el decaimiento progresivo de los
valores de esta variable.

Los resultados histologicos mostraron la efec-
tividad del método para causar dafio endotelial
(fig. 5) pues todos los sujetos mostraron intimec-

Fig. 5. Microfotografia de un corte transversal de una ar-
teria femoral lesionada. No se observan estructu-
ras mas internas (endotelio) de la lamina eldstica
interna ( — ), la cual aparece interrumpida, se pre-
senta trombosis sobre la pared vascular (T) (Tincion
de Verhoeff).

tomra total de la porcion arterial que se puso en
contacto con la solucion dcida. Se conoce que
uno de sus factores mas importantes para la in-
duccién de trombosis es el dafio endotelial, el cual
se acompana de la agregacion de plaquetas y de la
activacion de la coagulacion, resultando la forma-
cién de un trombo constituido principalmente de
plaquetas, fibrina y leucocitos (27). El extenso
dafio endotelial causado por el dcido fue el esti-
mulo iniciador de la formaciéon de trombos. Sin
embargo, como se observa en el cuadro 3, existid
variabilidad en el grado de la trombosis obtenida
a las 48 horas aunque con cambios histo-patolégi-
cos menores en los animales tratados con BRO
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(fig. 6). En resumen, estos resultados histoldgicos
aunados a los electrofisioldgicos sugieren cierta
influencia ejercida por el tratamiento de las enzi-
mas proteoliticas bromelinas en el proceso trom-
bolitico y proponen otros estudios a mas largo
plazoy con mayores o repetidas dosis (30).

Fig. 6 Microfotografia de un corte transversal de una ar-
teria femoral lesionada. Muestra un pequeio trom-
bo adherido a la pared vascular (Tincion de Hema-
toxilina-Eosina).
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