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Nivel de la Creatina Quinasa en el Diagnoéstico Precoz de
Enterocolitis Necrotizante en Ratas

CARMEN QUISPE
Unidad de Cirugia Experimenial, Institnto de Salud del Nino

RESUMEN

OBJETIVO: Evaluar ¢l comportamiento de la creatina quinasa total sérica en un modclo
experimental de enterocolitis necronizante. MATERIALES Y METODOS: Se utilizé ratas
albinas Wistar de la Unidad de Cirugia Experimental del Instituto de Salud del Nino, de las
que se obtuvo muestras séricas dosando la enzima antes de Ia oclusién vascular selectiva del
mesenterio, y después de la oclusién alas 2,4y 6 horas. RESULTADOS: Se obtuvo una media
basal de 3 304 U/L. La creatina quinasa total sérica mostré cambios manifiestos durante las
seis horas de realizado el estudio, se elevé marcadamente a las 2 horas (media = 6333 U/L)
para luego descender a las 4 (media = 5766 U/L) y 6 (media = 4284 U/L) horas, sin llegar a ser
inferior al valor de la media basal. CONCLUSIONES: Los resultados sugieren que la obs-
truccién selectiva de las arcadas vasculares mesentéricas por 6 horas, que produce cambios
histopatolégicos compatibles con enterocolitis necronizante, condiciona un incremento de los
valores del marcador bioquimico en estudio en lo que corresponderia al grado IIl de
enterocolitis necronizante en humanos, aunque sin llegar a ser estadisticamente significativo.

Palabras claves: Enterocolitis, Necrotizante; Creatina Quinasa; Investigacion.

SERUM CREATINE KINASE AS EARLY PREDICTOR OF NECROTIZING
ENTEROCOLITISIN RATS

SUMMARY

OBJECTIVE: To assess serum variations of creatine kinase in an experimental mode)] of
necrotizing enterocolitis. MATERIAL AND METHODS: Serum levels of creatine kinase were
measured before and 2, 4 and 6 hours after a selective occlusion of vessels in the mesenteric
vascular arcades in albine Wistar rats at the Experimental Surgery Department, Instituto de
Salud del Nifio. RESULTS: Baseline level obtained was 3304 U/L. Scrum levels of total creatine
kinase varied in the six-hours period, showing a marked increase in the first two hours (mean
= 6333 U/L) and slowly decreased by the fourth hour (mean = 5766 U/L)) and by the sixth hour
(mean =4284 U/L); although it did not either achieve the baseline values nor decline below it
again. CONCLUSIONS: Our results suggests that selective occlusion of vessels in the mesenteric
vascular arcades during a 6-hours-period, produces changes similar to those observed in
necrotizing enterocolitis, and results in an increase of creatine kinase levels when the
involvement is consistent with grade III human necrotizing enterocolitis, but these increase
was non-significant.
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INTRODUCCION

La enterocolitis necrotizante es Ja emergencia qui-
rdrgica mds comuin en recién nacidos y es ademss la
mayor causa de muerte entre neonatos que fueron so-
metidos a procedimientos quirdargicos. Actualmente la
enterocolitis necrotizante sigue siendo la enfermedad
gastrointestinal mas frecuente y grave en el periodo
neonatal y en la que, a pesar de las investigaciones
orientadas al conoctmiento detallado de [a histologia y
fisiopatologia intestinal. alin no se ha podido definir
con exactitud su patogenia y por lo tanto tampoco las
medidas adecuadas para su prevencién (*).

El espectro clinico de la enfermedad varia desde una
distensién abdominal leve hasta cuadros fulminantes
de sepsis y shock por necrosis intestinal extensa.

El manejo de esta entidad es dado por un equipo
medico-quirdrgico, pero lo que no se encuentra total-
mente definido es el momento indicado para la inter-
vencién quirdrgica, salvo ante la evidencia de
neumoperitoneo. Algunos autores creen que ésta es la
dnica indicacion para la intervencién quirdrgica. Otros,
al reconocer que hasta el 50% de Jos lactantes que tie-
nen una perforacién pueden no presentar
neumoperitoneo. también incluyen la gangrena intesti-
nal como indicacién para la cirugia. En relacién con
esta decision figuran en la literatura trabajos que pro-
ponen decidir la intervencidn basidndose en pardmetros
aislados, como el deterioro clinico, presencia de
acidosis metabdlica persistente, paracentesis positiva,
hemorragia digestiva profusa, presencia de masa abdo-
minal Jocalizada y/o dilatacién fija de asa intestinal.
Se decide de esta forma una actitud quirdrgica muchas
veces sobre criterios subjetivos (clinicos y de
imagenologia), realizindose una intervencién demasia-
do precoz o demasiado tardia, hecho que duplica la mor-
talidad quirtdrgica. También se hace uso de protocolos
que determinan el momento quirdrgico a través de la
valoracién conjunta de pardametros clinicos,
radioldgicos, hematoldgicos y bacterioldgicos en los
recién nacidos afectados de enterocolitis necrotizante.

De otro lado, el incremento de la permeabilidad de
la membrana celular después de producida la isquemia
intestinal, permite que los marcadores biogquimicos
intracelulares se liberen pasando a la circulacién gene-
ral asi como a la cavidad peritoneal. Entre estos mar-
cadores bioquimicos que se incrementan en forma pre-
coz ante procesos isquémicos intestinales hallamos a
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la creatina quinasa, dcido lactico. xantinooxidasa y fés-
foro inorgdnico. Algunos investigadores creen que la
creatina quinasa y las isoenzimas sefialadas ayudan a
estimar la severidad del dafio isquémico intestinal (*%).
Sin embargo, existen opiniones opuestas acerca del va-
lor diagndstico de estos marcadores bioquimicos.

Se ha demostrado experimentalmente. usando mo-
delos animales como las ratas, que la creatina quinasa
se incrementa en procesos isquémicos de causa
obstructiva intestinal, y se fibera a la sangre cuando el
flujo mesentérico es restaurado (%).

Conocedores de la existencia de estos marcadores
bioguimicos o indicadores que sirven de ayuda para el
diagndstico temprano de isquemia intestinal, ademas
de haberse reportado que particularmente la creatina
quinasa es un indicador sensitivo en el diagndstico tem-
prano de isquemia intestinal (*) y siendo implicada la
isquemia selectiva en la patogénesis de la enterocolitis
necrotizante tanto en humanos como en algunos mode-
los animales de experimentacién (%), buscamos hallar
una conelacidn de ésta con la creatina quinasa, obser-
vando las variaciones del nivel enzimadtico sanguineo
en un modelo experimental de enterocolitis necrotizante
enratas albinas, ya que es posible que el nivel total de
Ja enzima en mencidn se encuentre elevado por el in-
cremento sérico de su fraccidn MM, que provendrian
de las capas seromusculares del intestino.

De otro lado, existen nhumerosos datos experimen-
tales que indican que la hipoxia o hipotermia producen
lesiones isquémicas en varios segmentos del tracto
gastrointestinal, principalmente a nivel del fleon distal.
Asimismo, fa lesidn de la enterocolitis necrotizante en
humanos predomina en la regién ileocecal; estos datos
sugieren que el {leon distal es el drea mdas predispuesta
a jsquemia en comparacién con otras partes del tracto
gastrointestinal ().

Por ello, se indujo en un modelo experimental le-
siones isquémicas a nivel del {leon distal, empleando
el modelo descrito por Sibbons, Spitz y Veizen, quie-
nes produjeron enterocolitis necrotizante en cerdos re-
cién nacidos.

El objetivo de este estudio fue evaluar la sensibili-
dad del nivel de la creatina quinasa sérica en la necrosis
intestinal y su valoracién con el tiempo, asi como esta-
blecer un grado de correlacién entre esta enzima y la
lestén tisular en un modelo experimental de
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enterocolitis necrotizante, estudio no descrito previa-
mente en la literatura revisada.

MATERIAL Y METODOS

Espécimenes

El estudio incluyé a 16 ratas albinas raza Wistar de
la Unidad de Cirugia Experimental del Instituto de Sa-
lud del Nifio, de 16 semanas de vida y con un peso
promedio de 300 g (50 g). todas sanas y evaluadas
por un médico veterinario, elegidas al azar, hembras o
machos. sin haber sido sometidas anteriormente a és-
tudios 0 experimentos, ni habiendo recibido medica-
cidn previa alguna,

Se excluyd los espécimenes gestantes y aquellos que
no cumplieron con los requisitos antes sefialados, asi como
aquellos que no sobrevivieron al procedimiento.

Anestesia

Todo el procedimiento guirdrgico fue realizado bajo
anestesia general subcutdnea, administrada por un mé-
dico veterinario y bajo monitoreo constante. Se admi-
nistré diazepam a dosis de 0,4 mg en bolo, atropina
0.25 mg en bolo y ketamina 10 mg/kg/dosis, todo bajo
la estricta vigitancia y cuidado del médico veterinario
del Instituto, garantizando de esta manera el no sufri-
miento del animal.

Fig. N° 1.- Segmento ileal con ligadura y seccién
de la arcada mesentérica en forma intercalada.
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Procedimicnto quirirgico

Este se realizd en forma estéril y en sala de opera-
ciones. con el animal previamente anestesiado y afei-
tado en la region umbilical.

Se practicd una laparotomia a través de una inci-
sién mediana longitudinal de aproximadamente 1.5 cen-
timetros, llegando a cavidad abdominal e identificando
la valvula ileocecal, procediendo a la exteriorizacion
del ileon a2 mds o menos 25 em de la vdlvula ileocecal.
Sc realizd entonces ligadura y seccién de las arcadas
mesentéricas en forma intercalada, ligandose con 4ci-
do poliglactin 4/0 la arteria, vena y linfdticos en un seg-
mento de intestino de aproximadamente 10 centime-
tros de longitud (Figura N° 1).

Una vez realizado el procedimiento, se retorné el
intestino a la cavidad abdominal. cerrando la pared en
un solo plano con uno o dos puntos totales y simples de
dcido poliglactin 4/0. El tiempo operatorio fue de 5 mi-
nutos aproximadamente por espécimen.

Toma de muestra sanguinea

Se tomo las muestras sanguineas a todos los espe-
cimenes en estudio, con un tubo capilar heparinizado
de una vena periférica del miembro inferior, previa
limpieza de la zona. antes del procedimiento quirar-
gicoy alas 2,4y 6 horas luego de realizado éste. Las
muestras fueron procesadas inmediatamente para ha-
llar el nivel de creatina quinasa en el laboratorio del
Instituto.

Procedimiento analitico

Para el dosaje de creatina quinasa (CK) se utilizd
un método enzimadtico de alta sensibilidad (Wiener Lab).
Se procedié con la microtécnica recomendada por el
fabricante: En una cubeta mantenida a 37°C se coloc6
50 ul de sustrato reconstituido, se preincubd 3-4 minu-
tos y luego se agregd 10 ul de la muestra, se mezcld
inmediatamente y se esperd 3 minutos.

[La absorbancia se reajusto a una lectura de referen-
cia disparando simultdneamente ¢l crondmetro. Se re-
gistrd la absorbancia luego de 1.2 y 3 minutos después
de la primera lectura. Posteriormente. se determiné la
diferencia promedio de absorbancia | min. yestando
cada lectura de la anterior y promediando los valores.
Se utiliz6 este promedio para los cdlculos.
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Las lecturas de absorbiancia se realizaron en un
fotocolorimetro BTR- 811, con filtro de 340 nm (de
334 a 330).

Se prefirié utilizar el método a 37°C por recomen-
dacién del Comité de Enzimas de la SSCC por consi-
derarse gue a mayor temperatura se obtiene mayor sen-
sibilidad aunque menor rango de linealidad, y porque
la actividad enzimdtica in vivo es a 37°C.

Calculo de los resultados
CK U/L =delta A/ min x factor

En cada muestra se empled el factor de cédlculo
“8095" correspondiente a la temperatura de reaccioén
seleccionada (37°C).

El control de calidad de la prueba se realizé usando
el suero comercial standatrol S-E que tiene valores co-
nocidos de creatina quinas:t.

Sacrificio de los especimenes

La ratas fueron atendidas constantemente hasta cum-
plidas las 6 horas del posquirdrgico. siendo entonces
sacrificadas paru realizar la necropsia. Se resecé el seg-
mento intestinal en estudio, envidndose éste sumergi-
do en una solucion de formol al 10% al departamento
de anatomia patolégica para e) estudio microscopico,
realizandose improntas de cortes histoldgicos de las
muestras enviadas con coloracidén de HE y fijadas con
bdlsamo del Canadd

Anailisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados encontrados
se llevd o cabo mediante la prueba F del andlisis de
varianza.

RESULTADOS

De las dieciséis ratas que fueron sometidas a este
estudio. seis fueron retiradas del mismo por fallecimien-
to: tres fallecieron antes de cumplirse la primera hora
de realizado el procedimiento quirdrgico. por paro
cardiorrespiratorio; dos de ellas a la segunda y unaala
cuarta hora posquirdrgica por broncoaspiraciéon segin
necropsia realizada: sobrevivieron diez. Jas cuales fue-

189

Vol. 60. N° 3 - 1999

ron sacrificadas a Jas seis horas de iniciado el procedi-
miento quirdrgico.

Al examen macroscopico. las lesiones varian en se-
veridad desde pequenias dreas hemorrdgicas en aque-
llos especimenes que vivieron de una a dos horas, has-
14 extensas dreas congestivas, hemorrigicas v con le-
stones necrdticas en las que sobrevivieron hasta termi-
nado el procedimiento.

Todas las piezas intestinales se estudiaron ademas
microscopicamente, reconociendo dafios tisulares des-
de erosiones minimas en la mucosa con reaccidn
inflamatoria hasta extensa ulceracion. neumatosis y
necrosis, éstas Oltimas halladas en aquellos que sobre-
vivieron al estudio.

El 80% dc 1os especimenes en estudio (8 ratas) desa-
1irolld cambios histolégicos compatibles con enterocolitis
necrotizante humana tipo I11, esto es: erosién muscular.
disrupeion submucosa, neumatosis y necrosis. En un caso
hubo pérdida de la pieza anatémica y en el otro los ha-
Illazgos no fueron significativos de enterocolitis
necrotizante tipo [11, La Tabla N° 1 muestra un resumen
de los hallazgos histolégicos encontrados.

Tabla N 1.- Hallazgos histoldgicos a 6 horas
de la oclusion vascular mesentérica.

Espécimen Hallazgo Anatomopatoldogico
Rata | Hemorragia, isquemia y necrosis.,
Rata 2 Hemorragia en el corion, edema y dreas
de necrosis.

Rata 3 Areas de atrofia de vellosidades y cé-
lulas epiteliales con necrosis.

Rata 4 Pieza anatdmica perdida.

Rata 5 Neumatosis intestinal, con dreas de
NECrosis.

Rata 6 Neumatosis intestinal, con dreas de
NeCrosis.

Rata 7 Hemorragia en toda la pared con
necrosis vascular.

Rata 8 Hemorragia y hialinizacion de las pa-
redes vasculares.

Rata 9 Isquemta. hemorragia y extensas zonas
de necrosis.

Rata 10 Hialinizacidn con dreas de necrosis.
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Tabla N* 2.- Cambios de la creatina quinasa sérica
en 6 horas de isquemia.

Espécimen  Basal 2 horas 4 horas 6 horas
Rata | 2709 3658 5558 5700
Rata 2 1579 11570 25100 6930
Rata 3 5040 3572 1311 5240
Rata 4 2914 9600 5601 2514
Rata § 961 2833 1346 1160
Rata 6 3729 9980 6810 1424
Rata 7 3216 4473 2277 4328
Rata 8 1279 1343 1144 6280
Rata 9 8041 9584 5304 4338
Rata 10 3578 6724 3211 4927
Media 3304 6333 5766 4284

Los dosajes de creatina quinasa sérica basal, a las 2
horas, 4 horas y 6 horas de realizada la oclusién vascular
selectiva del mesenterio a nivel ileal. asi como la me-
dia de lus mismas. se muestran en la Tabla N° 2. En
ella se observa un incremento del valor sérico de esta
enzima a las 2 horas de producida la isquemia en un
191.6 %. Sin embargo, estos valores tienden a descen-
der a partir de las 4 horas sin llegar a ser inferiores al
valor basal. siendo esta variacidn no estadisticamente
sigmificativa. pues se obtuvo un valor para F en el andli-
sis de varianza de 2.27 para un valor de F de 2,84 al
nivel de confianza de 0.05, no procediéndose por lo tan-
1o arealizar la Diferencia Significativa Honesta (DSH)
de Tukey.

La Figura N° 2 ilustra el comportamiento de esta
enzima seromuscular a lo largo de las seis horas de pro-
ducida la isquemia, observindose una curva que ascien-
de durunte las primeras 2 horas para luego ir descen-
diendo paulatinamente en las siguientes.

DISCUSION

Se han reahizado multiples estudios experimentales
para producir diferentes grados de lesidn intestinal,
desde la ligadura de la arteria c¢Slica. mesentérica.
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Fig. N°® 2.- Comportamiento de la media de Ia
creatina quinasa sérica.

marginales, etc.. en perros adultos produciendo en la
mucosa y submucosa colénica cambios que semejan a
los encontrados en colitis isquémica en humanos. has-
ta la oclusidn de vasos pequeios en el ileon y coton.
demostrando que ello induce a Jesiones semejantes a
enterocolitis isquémica en perros adultos. También se
ha usado ratones maduros en modelos experimentales
de enterocolitis necrotizante. en estos estudios la arce-
ria mesentérica superior fuc temporalmente ocluida por
varios periodos de tiempo. produciéndose lesiones se-
mejantes a la enterocolitis necrotizante a los 10, 15y
20 min posoclusidn. incrementindose el daio severa-
mente al prolongar el tiempo de oclusién.

En un estudio realizado con cerdos neoniatos se re-
porta que €stos no desarrollan lesiones después de la
oclusidn de vasos mesentéricos por 30 min.

Mitsudo y Brand (). en un estudio publicado en
1992, sugieren que la isquemia transitoria a to largo de
6 a 8 horas produce daiio intestinal reversible. Sin em-
bargo. Liao Xian-Ping y col. en un estudio publicado
en el afno 1995 sugiere que la injuria intestinal después
de un periodo de isquemtia de 4 horas probablemente
sea reversible, considerando que 4 horas de isquemia
cs el punto critico para producir dafio intestinal rever-
sible/irreversible ().
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Ln el presente estudio. las arcadas que suplen el ileon
distal fueron seleccionadas para producir isquermnia in-
testinal al ser igadas. basadas en las observaciones cli-
nicas que demuestran que el fleon distal y el colon
proximal son dreas donde ocurren lesiones isquémicas
con mayor frecuencia. El periodo de oclusién vascular
fue 6 horas. encontrandose en el estudio histolégico
que la capa muscular fue completamente destruida
(necrosis) después de 6 horas de isquemia.

Por otro lado. es generalmente aceptado que la libe-
racion de los marcadores bioquimicos de un intestino
isquémico entran a la circulacidn sistémica fundamen-
talmente vialas venas. los hinfdticos o la absorcidn de la
membrana peritoneal, ya que los cambios que ocurren
en limucosa intestinal entre Jos 10-15 min de la injuria
isquémica progresan gradualmente hasta llegar a necrosar
lacapa vellosa y muscular de Ja mucosa intestinal, que
es la porcidon mis sensible a la 1squemia. Las enzimas
que se ubican en esta capa como la creatina quinasa.
enzima seromuscular. fugan de las células musculares
cuando se incrementa la permeabilidad de Ja membrana
debido al daiio 1squémico. ingresando directamente a la
cavidad peritoneal. aumentando significativamente a
nivel peritoneal después de una hora de producida la
isquemia. llegando a convertirse en un parameuro de alto
grado de sensibilidad para Ja isquemia intestinal (7).

Eneste estudio se realizd dosajes de la creatina quinasa
sérica toral. la cual es factuible de ser usada en forma dgil en
casos de sospecha de necrosis intestinal. lo que no ocurre
al intentar dosar esta enzima cn ¢l liquido peritoneal: no se
dosan sus fracciones por carecer de estos reactivos en el
laboratorio donde fue realizado el estudio y por represen-
rar un alto costo. La existencia de esta enzima en forma
abundante en Ja capa de la pared intestinal s¢ incrementa
conainuamente a 1o largo de las seis horas del perfodo de
estudio. Sin embargo. los resultados obtenidos fueron con-
trarios a la expectativa del autor pues la actividad de la
enzimu en e¢studio no aumentd significativamente. Lo an-
terior puede relacionarse con la permeabilidad de la mem-
brana peritoneal. Ja cual al ener una gran supertficie de
absorcion permitiria ¢l paso de pequefias moléculas. pero
brindaria una permeabilidad extwremadamente baja para
proteinas como las enzimas ('),

CONCLUSIONES

La ligadura de las arcadas mesentéricas a nivel del
ileon distal por un periodo de seis horas. en ratas. pro-
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dujo cambios histologicos semejantes a los hallados en
cuadros de enterocolitis necrotizante humana. Sinem-
bargo. Jacreatina quinasa sérica total no es un parimetro
de utilidad para el diagndstico de isquemia intestinal.
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