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“Se debe operarsolamentesi se tiene alguna probabilidad de éxito;

operar sin esta esperanzasignificadesvirtuarestemagnificoartey ciencia de la

cirugíay hacerlo sospechosoantelos profanosy los colegas.Pero ¿cómopueden

medirse las probabilidadesde éxito?. Con un estudio incansablede nuestraciencia,

con la crítica severa de nuestrasobservacionesy las ajenas,con la investigaciónmás

exactaen cada caso particular,y la evaluacióncrítica denuestrosexperimentos.”

(Theodor Billroth)
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Introducción

1.1. HISTORIA

El abordaje experimentalde los problemasbiológicos fue establecidoen el siglo XIX por diversos

investigadores , entre ellos Iheodor Billroth (16). Y dentro del amplio campode la Cirugía

Experimental , el reimplante de miembrosha sido una de sus metas, consideradacomo de dificil

logro ya que estárelacionadoconelproblemade la isqueniia (5,54,174).

Cuando ocurre la amputacióntraumáticade un miembrotenemos,en teoria, tresalternativasparasu

tratamiento:

A.- Reimplantarla parteamputadade inmediato.

B.- Trasplantarel miembro.

C.- Colocarunaprótesis.

‘Podas estas solucionestienen sus pros y sus contras.En general, los trasplantesdel sistema

músculo-esqueléticoestánlimitados. Los homotrasplantesde miembros, que evitan la utilización de

terapia inmunosupresora, han recibidoescasaatención, comparadocon otros tejidosy órganos. La

realizacióndetrasplantesde aloinjertos tisulares compuestosperiféricos,de piel, músculo,hueso,vasos

y nerviosno son satisfactoriosya queprecisande terapiainmunosupresora.El agentemásutilizado es la

Ciclosporina-A, agente inmunosupresorno específico. La presenciade antígenos en las células

endotelialesque revistenlos vasossanguíneosdel injertodonanteson lacausadel rechazo(7). Tenemos,

por lo tanto, que decidir entre la reimplantación,en uno o dos tiempos (187), y la prótesis. Las

prótesis han alcanzado perfeccionamientosmuy notablesen estos últimos años, pero son todavía

imperfectasy tienen grandesdesventajas,como el alto coste, rehabilitación complicada, falta de

sensación,etc.

En las últimas décadasse han realizado, de forma clinica y experimental, múltiples ensayospara

poner apuntotécnicasquepermitieranllevar acabolos reimplantesconefectividad.

En el estadoactual de la investigacióncientífica ninguna rama puede pennaneceraislada. Los

problemasde reimplantacióny trasplante de miembros, basadosde manera fundamentalen técnicas

traumatológicasy microquirúrgicas,necesitan: de la anatomía, paraasegurarsequelas suturasse

realizan de forma y en lugarconecto; de la histología, para lograr un mejor conocimientode las

2



Iniroducción

lesionesde los tejidos, su cicatrizacióny regeneración;de la reologíahemática(208), paracomprender

el flujo sanguíneoy la capacidadde los eritrocitosparadeformarseal atravesarel territorio capilar; de

la fisiología, para solucionar los problemas bioquímicos y la coagulación intravascular; de la

inmunología, para abordarel estudio de los problemasdel rechazo; de la fisica, paraayudamosen

los estudios de la recuperaciónde los nervios, de los músculos y los flujos sanguíneos: de la

clínica, pararealizarunarehabilitaciónadecuaday un seguimientode la recuperaciónfuncional del

miembroreimplantado.

Considero que la única actitud científica válida para solucionar todos estos problemas es el

trabajo previo del laboratorio y, enel caso específicode los problemasquirúrgicos, es necesario

utilizar laexperimentaciónanimalen un centroquirúrgicoexperimental.

El ser humano utiliza el mundoanimal para su progresocientífico, con el fin primordial de la

supervivencia;estohacequese hagaimprescindiblelaexperimentaciónanimalpor:

1.- No poder aplicar directamenteen el hombre muchos descubrimientoscientíficossin una previa

comprobaciónen un servivo.

2.- Ser necesariauna constataciónen cuantoa cantidady calidadde los nuevosdescubrimientos,y ser

necesariasu comprobaciónen un númeroadecuadode elementosvivos máso menoscomparablescon el

serhumano.

3.- Es impensable una experimentaciónhumana,en los primerosniveles, con voluntarios, aunquese

realiceen los últimosy unavez comprobadostodoslosriesgosenel animalde experimentación(222).

Los avancesen el campo de la microcirugía vascular, la mejora de los mediosde magnificación,

de los materialesde sutura, del instrumental y de los medios de control y seguimiento,llevados

a caboenlos últimos años, serán la solucióndefinitiva paralosreimplantes.

Por ello, he desarrolladoenlos últimos 3 añosun trabajoexperimentalenconejos,queha constado

de las siguientesfases:

1) Estudioanatómicode la extremidadinferior.

2) Estudio de la revascularizaciónde la extremidad mediantetécnicasde rnicrocirugía.

3) Estudio de los patronesclínico-morfológicos,histológicos y de laboratorio de la interrupción

vásculo-nerviosade laextremidadposterior.

3



Introducción

Hñpfner (95). en 1903, fué el primero quepublicó la unión experimental conéxito de una extremidad

trasera amputada a un perro, que vivió once días, necesitandoser sacrificado por un fracaso

circulatorio. Carrel y Guthrie (28), en 1906, publicaron la reimplantación con éxito de dos

miembros de perro recienamputados, peroambosanimalesmurieron, uno a las 50 horas y otro a los

10 días.Jeger (106), en 1914, efectuéel primer reimplante con éxito de un brazoque se seccioné,

quedandounidopor la piel amodode puente.Y no hubomásnotificaciones.

En 1960, Lapchinsky(121) (URSS), enfriando la extremidada 40C, y Snyder (201) (EEUU),

utilizando la oxigenaciónhiperbárica,publicaron resultadoscon éxitos similaresen los reimplantes

de extremidadesen pernos (alto porcentaje de fracasos). En 1963, Onji (154) publicó su obra

experimental sobre reimplantes.En 1964, Eiken (57,58) presentó la patofisiología, la técnica y los

resultadosde susexperimentosdelargaduraciónen la reimplantacióndeextremidadesde perros.

El primer reimplantehumano con éxito notificadoen los paisesanglófonosfué en 1964, Malt y

McKhann (133), efectuadoen 1962 en el brazo de un niño de 12 años. Yen los paises germánicos,

Lindnery Volíniar (128)notificaron en 1965 sietemacro-reimplantacionesefectuadasen la clínica de

Heidelbergentrelos años1953 y 1964.

A parir de entonces,aparecenmúltiples informes de reimplantesde casosindividuales.El paísque

conmás entusiasmodesarrollélos reimplantes,a partir de los años60, fué China.En 1963, Ch’en (41)

presentóen el XX Congresode la SociedadIntemacionalde Cirugía enRomaelcaso, seguidode éxito,

del reimplante de una mano amputada.En 1978, el Sexto Hospital Municipal de Shangai(191)

notificó quehabíanreimplantadoconéxito 10 extremidadescompletasamputadasy habíanreconstruido

otras 14, que sólo estabanunidaspor un pequeño puente de tejidos blandos que no contenían

ningunode los vasos ni los nervios principales. Otros investigadoresquehan informado deéxitosson

Seo(189)en 1987,Costecalde(36)en 1989,etc.

En nuestrosdías se hanrealizado, deforma clínica y experimental,diversosestudios quepermiten

llevar a cabo estetipo de operaciones.Se hanensayadolastécnicasquirúrgicasmásidóneas(5,22,78);

se mantienenlos tejidosen solucionesfrías, para unamejor conservacióndelas extremidadesamputadas

y una mayor posibilidadde supervivencia(111,198,211,220);se realizanmedicionesde la tensiónde

4



Introducción

oxigenotranscutánea(70,136,169,234);se vigila el estado nutricio de los pacientes(17,52,108); se

intentaevitarel síndromecompartimental(89,135,170); se conocemejor la anatomíavascularque irriga

a los hueoslargosy a la musculaturade las extremidades(72,98,217); se evalúael drenajelinfático

(33,38,56,199);se mide la función de los nervios (42,48,84,114); se controlael tiempode laisquemia

quirúrgica (112,167,189);se investigala toleranciadel músculoala isquemia(55,92,163,197);etc.

La reproducción experimental de síndromesde revascularización,mediantediferentesmétodos,

ha sidorealizadaen múltiples ocasiones con la finalidad de superponerlos hallazgos clinicos en el

hombre a los de los animales de experimentación.El fin último de los citados procedimientoses

doble: 1> el estudio de los patronespatobiológicos; y 2) el tratamientode estas lesiones, para ser

aplicadosal ser humanocon posterioridad.

Con estepropósito, se han utilizado numerosos animales de experimentación(ratas, conejos,

gatos, penos, cerdos) y diferentesmecanismos(quirúrgicosy no quirúrgicos) para la producción

y el estudio de los diferentesprocesos queintervienenen la revascularizacióndeextremidades.

A.- Procedimientosno quirúrgicos

- Manguitosdeesfingomanómetrosy lazos(137,160,171).

- Plasma autólogo y sangre heparinizada autólogaintracornpartimental(85,89).

- Microesferasy Microémbolosde carbón(72,209).

En todos ellos se produceisquemia o un síndromecompartimental.

B.- Procedimientosquirúrgicos

La mayoría de las técnicas experimentalesde producciónde un traumatismo,con su posterior

revascularizacióny reimplantación,han sido desarrolladassiguiendo pautas quirúrgicas y han

demostradosereficacesen laconsecucióndedicho objetivo.

- Amputación total de la extremidad (199,207,219)0amputaciónconservandoel nervio ciático

(212).

- Amputación parcial de la extremidad trasera, con conservación de estructruras vásculo-

nerviosas(185)y musculares(68,176,178).

- Trasplantesortotópico y singénicode injertosde músculo(92,213,232).

- Heridas por avulsión en humanos(93) y reimplantes de extremidadesen humanostras sufrir
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amputación(169,199,234).

Dichas técnicasy experimentoshan abiertonuevoscaminos a la investigación, yaquehanaparecido

hechosclínicos que hanservido para ampliar los conocimientos de la fisiopatología del miembro

amputado, posibilitando que el reimplante de miembros en el ser humano sea ya una operación

establecida(5,54).

En la actualidad, aunquees posible llevar a caboeste tipo de operaciones,existen una cantidad

considerablede problemasaúnno resueltos,quehacenfracasarmuchos de los intentosquirúrgicos,

aunqueéstos seanefectuadosde manera correctadesdeel punto de vista técnico.

A) Posibilidades quirúrgicas de las reiniplantaciones

Las circunstanciasen las que puedevalorarsela realizaciónde una reimplantaciónse encuentran

dentro de uno de los siguientesapartados:

1.- Amputaciones con superficie de sección limpia y estructuras anatómicas seccionadas en

un mismo plano. Cuantomás limpia seala superficiede secciónmás fácil resulta,desdeel punto de

vista técnico, la reimplantación (7,188), y los trastornos fisiopatológicos que aparecen en el

postoperatorioseránde menorcuantía, por lo quese puededecirquereúnenlas característicasidóneas

paraefectuarla operación(5,54).

2.- Amputaciones traumáticas con muñones contundidos. Es el caso más frecuente de las

amputacionestraumáticas.La existenciade zonas contundidas, sobretodo si éstasradicanen tejidos

musculares,favorece la infección de la heriday el posteriorfracaso de la reimplantación, máxime

cuandoen los primeros días no existecirculación linfática, por su no anastomosis(5). Parallevar a

cabo la reimplantaciónes necesariorealizar una extirpación de todas las zonascontusasy practicar

suturassobre tejidos sanos, lo cual, conlíeva un acortamientode la extremidadde vadoscentímetros.

Los resultadossonmenosesperanzadores,aunquese debeintentarla reiniplantación(7,54,188).

3.- Arrancamientode lasextremidadeso desmembraciones.Caracterizadasporquecadauna de

las diferentesestructurasque forman la extremidadestánseccionadasa un nivel diferente.Apareceen

los accidentesindustrialesen los queunacorrea de transmisiónaprisionauna extremidady la separadel

cuerpo.Enestasocasionesconcurrendos hechosanatomopatológicos:
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1~) la extremidadamputadasufre importanteslesiones como consecuenciadel fuerteapresamientoa

quese havisto sometida;y 2~) la separacióndelostejidostiene lugar a niveles muy distintos:el hueso

y los vasosse seccionana diferentesalturas, los músculospuedenaparecerarrancadosy los nervios,

por ser estructurasque resistenbien la elongación,puedenverseseccionadosa nivel raquídeo. La

reimplantaciónrequerirála extirpaciónde todoslos tejidos desvitalizadosy contundidos,y la reparación

de las distintasestructurasserámuchomás difícil enel aspectotécnico,necesitandoampliasdisecciones

anatómicasqueprecisandiferentesabordajes.

Hoy, las posibilidadesquirúrgicasde obteneréxito son muyescasasy, aúnconservandola viabilidad

de la extremidad, la calidadfuncional de la mismaserámuy problemática,por lo cual, se desaconseja

su realización(5,54).

4.- Tratamiento de tumores.

5.- Autorreimplantaciones. Consisten en la reimplantaciónen el mismoindividuo de extremidadeso

partede extremidadesa otra zona de sucuerpo(5,187).El casomásdivulgado en la clínica actual es la

transposiciónde los dedosdel pie a lamano(7,54).

B) Problemas quirúrgicos de las reimplantaciones

Antes de analizar los problemasquirúrgicos que conllevan este tipo de operacionesdebemos

diferenciar de manera clara los tipos de reimplantaciónque puedenefectuarse:reimpíantaciones

menores (incluyenlas de los dedosy lamitad de la mano), cuyasdificultades técnicasse solucionan

por la microcirugía y no producen repercusiones fisiopatológicasgenerales (5,7,54);

reimplantaciones mayores o totales (reimplantación de extremidades,totales o parciales), las

cualesoriginanseriasalteracionesfisiopatológicas,tanto másintensascuantomayor es la extremidada

reimplantar, debido,entreotrasrazones, a la masamusculary a la cantidadde tejido corporal que se ha

visto privado de circulación (sometidoa isquemiadurante un cierto tiempo) (7,54,188).En estas

últimashemosdeconsiderarquesu realizaciónentrañalos siguientestiposdeproblemas:

1.- Técnicos. La desconexióncompletade un miembro y suposteriorconexiónrequierela aplicación

de una técnicaadecuadapara la disecciónde todaslas estructurasde la extremidad(7,54,188). Esta

diseccióndeberáser efectuadaproduciendoel mínimo trauma posible. De todaslas estructuras, la
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vascular requerirá una perfecta identificación y una cuidadosaexposición. La arteria principal del

miembrodebeser respetadacontodassuscolaterales,parafacilitar la irrigación de la extremidaden el

postoperatorio(5,103), y su adventiciadebeser disecaday extirpada para facilitar su sutura. Con

las venas principalesse sigue la misma técnica, teniendopresenteque la fragilidad de sus paredes

hace que las lesiones sean másdifíciles de repararqueen las arterias.Las anastomosis,tanto arteriales

como venosas, deberánser perfectas(5,54,188). Debe tenerse presente siempre que la viabilidad

inmediata de la extremidaddependede lacorrectapráctica de las suturasvasculares,y que mientras

los defectostécnicosen otrasestructuras puedencorregirsecon posterioridad, en estasanastomosis

debensercorregidosdeinmediato(5,54).

El hecho de la existenciade pulsoen regionesdistalesa la anastomosisarterial no es índice de la

correctasutura de la misma, ya que éste se conservaaunqueexistacierto grado de estenosis,la cual,

puedeserorigen de posteriorestrombosisqueharán fracasar la reimplantación.En otras ocasiones, la

estenosis puede producir una disminución del flujo que va a favorecerel desencadenamientode

fenómenosfisiopatológicos,comolapresenciade infección,entreotros (5,54).

Las anastomosisvenosasdeben ser realizadas, también, a plena satisfacción, parapermitir un

correctodrenajevenosoen una extremidadque de manerainevitableva a verse edematizada.Por otro

lado, es conocidala facilidad con que se producentrombosis en las suturasvenosasdebidoa lamenor

velocidadcirculatoria(5,54).

La trombosis, ya sea arterial o venosa, es la complicaciónmástemidaquepuede presentarseen el

reimplante,conduciendoal fracaso del mismo. El trombo se forma en la línea de suturapor cambios

electrostáticosenla superficie de la íntima (inversiónpor lesióndebidaal traumatismoy manipulación

quirúrgica); o distales,por un flujo enlentecidoo turbulento que provoca aumento de la viscosidad

de la sangrey formación de placasde ateroma. Las trombosisarterialespuedenser: a) inmediataso

precoces, en las primeras horasdel postoperatorio y requieren reintervencién rápida de las

anastomosisbajo nueva hibernación,y b) tardías,en cuyo caso la supervivencia del segmento

reimplantadodependede su dimensióny de la circulacióncolateralya establecidaen elmomento de

la interrupciónde lavía principal(145).

Las trombosisvenosas,al contrario que las arteriales, pueden ser a menudo dominadaspor
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métodosrudimentarioscon ingenio y paciencia. Cuando la congestiónque produce es moderada,

las incisionesparaunguealestipo Lendwayo pulparespermiten un sangradode descargamantenidopor

la heparinizaciónsistémica(145).

Aunque la valoración clínica y la pericia quirúrgica valoran los patronespara el éxito de la

reimplantación,el fracasoo la curaciónes,a menudo,multifactorial.El éxito no solo está subordinado

a factores intraoperatorios(de la técnicaquirúrgica), sino también a factores postquirúrgicos

(infección,hematoma,edemay trombosis intravascular,sobretodovenosa)(145,169).

El desarrollode técnicasno invasivaspara el diagnósticode la enfermedadvascularperiférica ha

conducidoa su aplicaciónen la predicción de la curaciónde los reimplantes. La medicióndel flujo

sanguíneode la piel usandoXenon-133(146)y Termografia(204), la temperaturacutánea(124), la

medición dela presiónsanguíneamediante ultrasonidoDopplery un esfingomanómetro(70,87,169),

la vascularización tisular mediante fluoresceína(69,196) y pletismografia (200) son diferentes

métodos disponibles, pero aún no son seguros, para fijar los niveles críticos decirculación

(23,166), siendo más precisa la determinación de la saturación de oxígeno transcutánea

postoperatoriamediantepulsioxímetros(70,82,169).

La osteosíntesistiene que sersólida, lo suficiente comopara impedir cualquiermovilidad anormal

en una extremidad que, por sufrir un gran edemaen los primerosdías del postoperatono,va a ser

imposible realizar una correcta inmovilización con vendajesenyesados,e incluso, precisaráde una

fasciotomia(60,193).

Las suturasnerviosasdebenpracticarseen todoslos nervios principales de la extremidad(61,131)

ayudándosedel microscopioquirúrgico,aunqueen ocasionessu usono es imprescindible(5).

La suturade losdiferentespaquetesmuscularesy tendonesse efectuará(7,54,188)de tal maneraquese

eviten las adherenciasque disminuyan la funcionalidadde una extremidad, que conanterioridadha

sido denervadaen su totalidad(5).

Por otro lado, si la amputaciónse realizaen extremidadescon grandesmasasmusculares,es fácil

comprenderqueexiste un territorio abonadopara la apariciónde infeccionesen el postoperatorio,y la

luchacontra lasmismassc verádificultadapor carecerde un sistemadefensivotan importantecomo es

lacirculaciónlinfática, por no repararselas víaslinfáticas enestetipo de operaciones(5,199).
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El cierre de la piel serálo máslaxoposible,parapermitir la salidade exudadosa través de la herida

(5,188).

Todo ello hacequela reimplantaciónde un miembro sea una operaciónde unatécnicalaboriosa,que

requiereel tratamientode diferentes estructuras, todas ellas con una importanciaprimordial a la

horade valorar la funcionalidady el resultadoconseguido(5,54).

2.- Isquémicos. La amputación de una extremidad y su desconexióncorporal supone la

interrupción dela circulacióny, por tanto, el mantenimiento dela mismaen isquemiatotal duranteun

cierto tiempo (9,63.107). Es sabidolos diferentesgrados de resistenciaa la isquemiaquepresentanlos

tejidos; así, a las cuatro horas de la desconexióncirculatoria aparecenlesionesdegenerativasen los

nerviosy en el tejido muscular(5,119,123).En el tejido nerviosola regeneraciónno es posiblesi ha sido

afectada la neurona (21,130),mientras que en las fibras muscularesla recuperaciónes tanto más

problemáticacuantomayores el tiempode isquemia(172,179,206).

La piel y los vasospuedenresistir duranteveinticuatrohoras. Pero aunque las células no mueran

en el periodo deisquemiasufuncióncesa,siendoexpresiónclínica de la misma la frialdad queaparece

a los pocosminutosde amputarlaextremidad(5,54).

Para retrasaren lo posiblela apariciónde estos fenómenosse ha recurridoal enfriamiento de las

extremidades(3,47,149,182).Todos los métodoscorrientesde enfriamientointensode segmentosde

extremidadesincluyenunarecomendaciónempíricadehielo, de bañoheladoo de perfusiónarterial con

un líquido a bajatemperatura(79,109,221), que enfrien toda la extremidad.Envolviendo la pieza en

gasashumedecidasy en bolsas de plástico y, entonces,colocándolade manera directasobreel hielo

podemosreducir la temperaturaenel tejido a 10C o menos,pero se dalia la piezapor congelación.Por

ello, se recomiendanmétodosalternativos, como son la inmersión de la piezaen una bolsa de

plástico con unasolución Ringer lactato o una solución salinafisiológica en su interior y colocarla

despuéssobreel hielo (218); o envolverel segmentoen gasashúmedasy en una bolsa de plástico y

sumergirlo, luego, en un baño helado (59,167,221). La inmersión en un baño helado reducirá la

temperaturade los tejidossumergidosligeramenteporencimade los00C (155). Esto ha hechoqueen el

lenguajequirúrgico se introduzcael término de “isquemiacaliente”, con el cual nos referimos al

tiempo que ha permanecidodesconectadade los vasossanguíneosa temperatura ambiente y sin la
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aplicaciónde procedimientosde enfriamiento(68). Por “isquemiafría” entendemosel tiempo queha

permanecidolaextremidadsometidaa los procedimientosde enfriamiento(5).

3.- Desclampage.En las reimplantacionesde extremidadestotaleso casi totales,al finalizar la

reconstrucciónvasculary restablecerla circulación,tras la retirada de los clanes,apareceun cuadro

consistenteen caída de la tensión arterial y taquicardia, que puede poner en peligro la vida

del enfermo.Dichocuadrose denominóshockdel desclampagey ocurrecuandose mantieneprivado de

circulaciónun territorio musculary se procedea su bruscarevascularización(expresión clínica similar

seríael síndrome de aplastamiento o insuficiencia renal postraumática y el síndrome de

revascularizaciónde Haimovici) (5,54,100,153).Su presenciase creequees debidaa dos factores.Por

un lado, el brusco paso al torrentecirculatorio de catabolitosy sustanciasácidasoriginadasen la

extremidadduranteel periodode isquemia(154,156,167), ya que desde los trabajos de Alíen (3,4) se

conoce la posibilidad de producir un síndrometóxico en los animalesde experimentacióntras la

inyección de estractosmusculares.En segundo lugar, se ha invocadoel hecho de la gran

plasmorragiaque sufren estasextremidadesal restablecerde manerabrusca la circulaciónen un lecho

vascularquese encuentraatónico, dilatado y con unos capilares que, debidoa la anoxia, mantienen

un aumento de la permeabilidad(138,142,190).Todo ello producirá unagran salidade líquido de la

luz vascular al intersticio, contribuyendoadesencadenarun edemay un estadode shock.Suinstauración

suelehacersemanifiestaa los pocosminutosde haberrestablecido lacirculacióny suclínicaserátanto

más intensa cuanto mayor cantidadde tejido muscularsufraisquemia(5,54).

Una de las técnicas utilizadas para evitarlo es el control de la velocidady la cantidadde suero

perflindidos(14,100,143,153).

4.-Edema. Es otro hecho que aparecesiempre tras lasreimplantaciones.Desdeel punto de vista

clínico es un edemablando, que deja fóvea y sc instauraen el primer día del postoperatorio. Sus

posiblescausasson dificultadesenel drenajevenoso de la extremidad,pordefectostécnicosal realizar

las anastomosisvenosas, y alteracionesdel drenaje linfático. Por otro lado, tras la correcta

revascularización,en extremidadesque hansufrido isquemia aparececon frecuenciaedema, como se

observaen el síndromede revascularizacióntraslacirugía arterialdirecta de las extremidades.

Mediante la reperfusiónde solucionesde manera controlada (14,15), la hipotermia (233) o la
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utilización de oxigenohiperbárico(151),se reducela intensidaddel edema.

5.- Denervación. Tras la amputaciónse produce unadenervacióncompleta de la extremidad,al

interrumpirsetodaslas fibras nerviosasque llegan a la misma, tanto del sistemade la vida de relación

comodel sistemavegetativo (152,216,230). La sutura de los nervios de la extremidadno vaa impedir

que por espacio de semanasel miembro seecuentre sin estímulosnerviosos y va a hacer que no

exista sensibilidaden la extremidad reimplantada(115), cuando podría ser de suma ayuda para

detectaralteraciones,como infecciones, isquemia,etc. La supresióndel dolor como mecanismode

defensa ante estassituaciones anormales haceque la exploración de la extremidaddebaser muy

cuidadosa,a fin de despistarestasituación(5).

La ausenciade inervación motorava a convertirla extremidaden un miembroparalíticoy atónico. La

supresiónde los axonesde las neuronasprocedentesdel astaanterior medularhace que se pierda el

llamado “control idiodinámico”, o pérdida de la acción trófica ejercida por las motoneuronas

periféricas sobre las fibras musculares esqueléticas(144).Este hechoy la interrupcióndel sistema

nerviosovegetativo favorece la anhidrosis y Ja rápida atrofia de piel, músculoy huesosen unos

miembrosquepor la inmovilización a quevan a sersometidosestánpredispuestosa padecerías(5,54).
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1.2. ANATOMÍA DE LA EXTREMIDAD POSTERIOR DEL CONEJO

La experimentaciónanimales un tipo de investigaciónqueconlíevala utilización en la mismade seres

vivos, algunos de ellos con un gran porcentajede participaciónen las actividadesqueel serhumano

desarrolla desdeel punto de vista social.

Es por ello, lautilización de seresvivos, y no pormotivos de apreciodiscriminado, lo quenos debe

llevar a una utilización racional, coherente y ordenada de los mismos; evitando abusos y

otorgándolesel adecuadotrato. Utilizaciónqueviene reguladapor el Real Decreto223/1988,de 14 de

Marzo,sobreprotecciónde los animalesutilizadospara experimentacióny otros finescientificos(223).

Por otro lado, la investigaciónen generaldebeser rigurosay fiable, desarrollandouna metodología

científica, lo quecondicionaquedel mismomodo quese seleccionael másprecisodelos aparatosde

medida o el más sensiblede los reactivosquímicos para análisis, se haga lo propio con el más

adecuadoy seleccionadoanimal de experimentación,que conllevaráque losanimalesesténmuy bien

cuidados, sanos, bien alimentados,alojadosen el hábitatadecuadoy con las condicionesambientales

propias de cada especie.Los animalesque no reunan estosrequisitos espreferibleno utilizarlos en

investigación, dado que la respuestaaportadatienetodaslas probabilidadesde no ser correcta. Las

especiesanimalesse adecúanal experimentoa realizar dependiendode condicionamientostécnicos

(tamaño), anatómicos (particularidades de la víscera que se estudia), fisiológicos (adecuación

fisiológica del experimento),económicos(costedel animal),resistencia,etc.

La posibilidad de la existencia de alternativas al animal de laboratorioen la investigación

biomédica, por desgracia,no existe. Si se dispone de métodos complementarios,no alternativos,

quepuedencolaboraren la utilización de un menornúmerode animales; y en algúncasomuy concreto

quizássustituiralgúntipo de experimento(222).

En este apartado describiré la anatomía de la extremidad posterior del conejo, de forma

orientativa,ya queno es mi intenciónla realizacióndeun estudioanatómico.

El esqueleto de los miembrosposterioreslo constituyenbásicamenteel anillo pelviano y los

huesosde las extremidadesposteriores. La Pelvis del conejo es muy alargada y está compuesta

por la fusión de tresnúcleosóseosdenominadosíleon, isquiony pubis, muy bien fijadosal cuerpodel
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sacro, con el cual se relacionan,a su vez, con la columna vertebral.El anillo pelviano constituyela

baseóseadel abdomen,insertándoseen el mismo numerososmúsculos.El conejo tiene ademásun

rudimentoóseoacetabularen la parteinferior del coxal.

En las partes lateralesdel anillo pelviano figuran dos concavidades-unaa cada lado- que sonlos

cóndilosfemorales,destinadosa alojar la cabezadel fémurde cadamiembro.

El Fémur es el huesomáslargoy fuerte del conejo; su extremo superior se halla implantadoen el

cóndilo femoral y unido a éste mediante un ligamento grueso y resistente,articulación que se

halla capsuladapor una prolongacióncartilaginosa.

Por su parteinferior,el fémurse articulacon la Tibia mediantecartílagosdeconjunción.El Peronése

hallaadheridoa la libia hasta más dela mitad de su trayecto descendente,fijándosepor un ligamento

interóseo. La tibia y el peroné siguen una trayectoria de delante atrás, para finalizaren la

articulacióndel Tarso,elementoque estáformadopor seishuesosde considerabletamaño,entrelos que

destacanelAstrágaloy el Calcáneo,elprimero es articular y el segundoes importantepor fijarse en él

el tendóndelmúsculogastroduemio(tendónde Aquiles).

A continuacióndel tarsosiguenlos cincohuesosdela plantadel pie, delos cualessólo dos presentan

un desarrollonotabley estando uno de ellos -el quinto- en la práctica atrofiado.El Pie del conejo

cuentasóloconcuatrodedos, cadauno de loscualesposee tres falanges.

Los huesosarticularesde las extremidadesposterioresson la rótulay los sesamoideospodales.

Las extremidades posteriores, o patas, tienen una considerable musculatura, correspondiendo

a ésta un papelfundamentalparalosdesplazamientos,carreray salto.

Sobre el hueso coxal se sitúan los musculos: Glúteos (superficial. medio y profundo); Glúteos

accesorios;Obturadores;PsoasMayor; etc.

Sobreel fémur los que dan granmovilidad al muslo: TrícepsCrural (Bicepsfemoral, Semitendinoso

y Semimembranoso);VastoLargo o Lateral; Vasto Medial; Recto Femoral; Sartorio;Abductores;

Oracilis; etc., constituyendounamasacárnicamuy importante.

La piematiene comomúsculomásdestacadoparala locomociónel Gastrocnemio,queva desdela

parte inferior y posterior del fémur hasta la punta del calcáneo; junto con el tendón del Sóleo y del

Flexor Superficialde los Dedos formanel TendónCalcáneoComún (Tendónde Aquiles). El restode
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músculosde la piernasonlos Flexoresy Extensoresde los Dedos.

La irrigaciónarterial de las extremidadesposteriorestiene su origen en la aorta, trasbifurcarsey

dar origen a la arteriaIlíacaComún. Estase divide, a su vez, y de ella nacenla arteriaIlíaca Extemae

Interna.

La arteria IlíacaInternada lugar a ramasvisceralesy a ramas parietalespelvianas (Glútea Caudal,

PudendaInterna, Caudales,Sacras).

La arteriaIlíaca Externase continúaen la arteria Femoral, la cual, da varias ramascolateralesy dos

arterias para la pierna.En la cara posterior (póstero-intema)se origina la arteria Safena, que da

ramasdiversasllegando hastalos dedos del pie. Hacia lacaraanteriorda lugara la arteriaPoplítea

queorigina laarteriaTibial (ántero-extema),en la tibia, que daramasen la pierna, tarso, metatarsoy

arteriasparalos dedos.

El retomo Venoso se origina en los dedos de los pies, venas Plantares, Safenas (con

anastomosisentre la rama externa, llamada safenaparva, y la interna, denominándosevena safena

magna),Femoral(recibela safenamagna),IlíacaExterna,Ilíaca Común(al unirseala IhacaInterna)y la

CavaCaudal.

El SistemaLinfático comienza en los pies, dando lugar a los Nódulos Linfáticos Poplíteos,

Inguinales Superficiales,Hipogástricos,Subilíacos,Ilíacosy Lumbares.

La inervación de la extremidadposteriordel conejo tiene su inicio en el plexo Lumbo-Sacro, con

múltiples ramas,queorigina el nervio Ciático,consus ramascolateralesy dos ramastenninales:nervio

Tibial y Peroneal.El tibial se dirige hacia la parte posterior,dando origen al nervio CutáneoSural

Caudal, nervios Plantares,MetatarsianosPlantaresy Digitales Plantares.El peronealcomún, anterior-

externo, se divide en el nervio CutáneoSural Lateral y el nervio PeronealSuperficial y Profundo,

nerviosMetatarsianosDorsalesy DigitalesDorsales. Sonlaterales.La caraintemaseinervaporel nervio

Femoral, dandoramasmuscularesfemoralesy el nervio Safeno. Tambiénrecibeinervacióndel nervio

Pudendo,del Obturadorydel Génito-femoral(10,125,194).
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1.3.ANATOMÍA DE LA EXTREMIDAD INFERIOR HUMANA

A continuación,describiréla anatomíadel miembroinferior en humanos, para podercompararcon la

anatomiasobrela quese harealizadoel experimento.

El miembroinferior está formado, comoel miembrosuperior,por cuatrosegmentos:1~, la cadera;20,

elmuslo; 30, la pierna;40, el pie (177).

La caderaune el miembroinferior al tronco. Comprendeun solo hueso,el huesoIlíaco o hueso

Coxal. Loshuesosilíacos circunscribenconel sacroy el coxis unacintura ósea, llamadapelvis.

El hueso Ilíaco esun huesoplano, ancho, de formamuy irregular,que seha comparadoa las alasde

un molino de viento, a una hélice, etc. Se distinguenen estehuesotres segmentos:1”, un segmento

medio, grueso, estrechoy excavado por una cavidad articular, la cavidad cotiloidea; 20, un

segmentosuperioraplanadoy muy ancho,llamado ala Ilíacao ilion; 30, un segmento inferior queforma

el borde o marco de un ancho orificio, el agujero isquio-pubiano, llamado de manera impropia

agujero obturador; la mitad anteriorde estemarco óseo está formado por el pubis; la mitad posterior

recibeel nombre de isquion.

En el huesocoxal tenemosquedescribir dos caras, cuatrobordes y cuatroángulos.En su posición,

hacia atrásestáel borde que presentauna granescotadura;haciafuera, la cavidadhemisférica; hacia

abajo, la mayor de las escotadurasquepresentael bordede estacavidad.

En su caraextemae internaseinsertanun grannúmero demúsculos.

El Fémuresun huesolargo queforma por si soloel esqueletodel muslo. Se articulapor arribacon el

huesocoxal y por abajocon la tibia. En la posiciónvertical, el fémur estádirigido en oblicuo de arriba

a abajoy de fuera a dentro. Estaoblicuidadestámásacentuadaen la mujerqueen el hombre; estose

debe a que,en la mujer, lapelvis es más anchay las cavidadescotiloideasestánmásseparadas.

En el fémur hayquedescribirun cuerpoy dos extremidades.El cuerno es prismáticoy triangular,

tiene tres carasy tres bordes. Las carasson una anterior y otras dos posteriores. Las caras están

separadaspor dos bordes laterales(interno y externo)y un bordeposterior.

La extremidad superior comprende: 10, una eminenciaarticular, la cabezadel fémur; 20, dos

eminenciasrugosas,el trocánter mayor y el trocántermenor;30, un segmentocilindroide,el cuello,
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que une la cabezadel fémur a los trocánteres y al cuerpodel fémur. La extremidad inferior es

voluminosa y más extensa en sentido transversalque en el antero-posterior.Está dividida en dos

eminenciasarticulareslaterales, llamadascóndilos, separadasuna de la otra, por detrás,por una

profundadepresión,quees la escotaduraintercondílea.

En su posición, el borde cortantedel cuernodel hueso,hacia atrás; la extremidad, acodada, hacia

arriba; y la superficiearticular, esférica,de esta extremidad, hacia dentro. Paradarle su inclinación

normal, póngaselos dos cóndilos de la extremidadinferiorencontactoconun planohorizontal.

El fémur tienemúltiplesinsercionesmuscularesanterioresy posteriores.

El agujeronutricio principal del huesose encuentraen el borde posterior (denominadolínea áspera),

haciasuparte mediao, másarriba,en un punto de la cara internadel hueso,próximo siemprea la línea

áspera.

La Rótula, situadaen la parteanterior de la rodilla, es un huesosesamoideo,desarrolladoenel tendón

del cuádriceps.Es triangular, conla basesuperiory aplanadode delantea atrás.

El esqueletode la piernaestáconstituidopor dos huesoslargos; uno interno, voluminoso, que es la

Tibia; el otro, externo, esel Peroné. La tibia y el peronéestánarticuladosentre si por susextremidades

y estánseparadosuno del otroen todoel resto de su extensiónpor un espacioalargado, llamadoespacio

interóseo.

El pie se compone, como la mano, de tres gruposóseos, que son: el tarso, el metatarso y las

falanges.

Los huesosdel miembroinferior estánunidosentresí por articulacionesy todas estas articulaciones

tienen ligamentosque refuerzanlas cápsulasarticulares(177).

Los músculos de la región glúteaestán cubiertos por la AponeurosisGlútea. Se origina desdela

crestailíaca, el sacroy el coxis, y se continúa por abajoy por delantecon la aponeurosisfemoral.

La AponeurosisFemoralrodeael muslo, formándoleuna vainacompleta. Por arribay por delante,la

aponeurosisse fija enel arco crural y se continúa por fuera y por detrás con la aponeurosisglútea.

Por abajo,seprolongaalrededor de la rodilla parafijarseen la rótula y en la tibia. Delgadapor delante,

por dentro y por detrás, la aponeurosisfemoral es muy gruesapor fuera, donde tomael nombrede

Fascia Lata. La aponeurosisfemoral estáunida al fémur por dos láminas fibrosas, los tabiques
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intermuscularesexternoe interno. Emite tambiénpor sucara profundaunasexpansionesque envuelven

a cadauno de losmúsculosdel muslo. La aponeurosisfemoral formaa los vasosfemoralesuna vaina

fibrosallamadaconductofemoral.

La pierna está rodeadapor una Vaina Aponeurótica,interrumpida sólo a nivel de la cara

interna de la tibia, dondela aponeurosisse confundeconel periostio. La extremidadsuperior de la

aponeurosistibial se adhiere por delanteal peronéy a las tuberosidades de la tibia; recibe las

expansionestendinosasde ciertos músculosdel muslo. Por detrás y por arriba, laaponeurosisde la

pierna se continúa con la aponeurosisdel muslo. La aponeurosisde la pierna forma, alrededor

de la venasafenaexterna,en la mitad superior de la pierna,un conductoaponeuróticoLaextremidad

inferiorde la aponeurosisde la piernase continúaconlas aponeurosisdel pie. De la caraprofundade la

aponeurosistibial partendostabiquesfibrososintermusculares:externo (separa la regiónantero-externa

de laposterior de la pierna) y anterior (divide la regiónántero-extemade la piernaendos celdas).

Debajodel triceps sural se encuentrauna lámina aponeuróticaprofunda,extendidaentre el borde

interno de la tibia y elbordeexternodel peroné.

La Aponeurosisdel Pie sedivideen: 1) aponeurosisdorsalesy 2) aponeurosisplantares(177).

La sangrearterial llega al miembro inferior: 10, por la arteria femoral; 2e, por las ramasparietales

extrapelvianasdela arteriahipogástrico(177).

La Arteria Hipogástricao Ilíaca Interna (bifurcación interna de la lliaca Primitiva), da doceramas

repartidasentres grupos:1.- las ramasviscerales; 2.- las ramasparietalesintrapelvianas; 3.- las ramas

parietalesextrapelvianas.

Las ramas extrapelvianassalen de la cavidad pelviana y contribuyen a la vascularizacióndel

miembroinferior. Son: a) la arteria obturatriz(da tresramas); b) laarteria glútea (da dos ramas); e) la

arteria isquiática(dacuatroramas);d) laarteriapudendainterna.

La Arteria Femoral sigue a la arteria Ilíaca Externa. Sus ramas colateralesprincipalesson: a) la

subcutáneaabdominal;b) la circunfleja ilíaca superficial; c) la pudenda externasuperior; d) la

pudendaexternainferior; e) la anastomóticamayor; 1) la femoral profunda (da las ramas: arteria del

cuadriceps,lacircunflejaanterior, lacircunflejaposteriory lasperforantes).

La Arteria Poplíteasigue a la arteriafemoral, de la que es continuación. Da ramascolateralesy las
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arteriasgemelas.En su parte inferiorda la arteriatibial anterior yel tronco tibio-peroneo.

La ArteriaTibial Anterior es la ramadebifurcaciónanterior de la arteriapoplíteay la Arteria Pediaes

continuaciónde ésta. El Tronco Tibio-Peroneo es la ramaposterior de labifurcación de la arteria

poplítea. Dalas ramascolateralesrecurrentetibial intemay laarterianutricia de la tibia.

La Arteria Peroneaes la ramaexterna dela bifurcacióndel tronco tibio-peroneo.Da ramascolaterales

musculares,la arteria nutricia del peroné y un ramoanastomóticotransversal.

La Arteria Tibial Posteriores la ramainterna de la bifurcacióndel tronco tibio-peroneo,es mucho

másvoluminosa que la arteriaperonea. La arteria tibial posteriorse divideen el canal calcáneoen dos

ramas terminales: 1.- Arteria PlantarExterna, y 2.- Arteria PlantarInterna(paraelprimerdedo).

Las Venas del miembroinferior se las puededividir en dos grupos: 1.- lasVenasTributarias de la

Ilíaca Interna: lavenaobturatriz,glútea, isquiáticaypudendainterna.

2.- las Venas Tributarias de la Ilíaca Externa,propiamentedichas del miembro inferior: se

dividen en venasprofundasy venassuperficiales,segúnqueesténsituadaspordebajoo porencima de

la aponeurosissuperficial.

Las venasprofundas, a excepcióndel tronco venoso tibio-peroneo, de la venapoplíteay de la

vena femoral, son dos por cadaarteria. Recibenel nombre de la arteria a la cual acompañany tienen

múltiples anastomosis.Todasposeenválvulas.

Lasvenassuperficialesformanen el tejido celularsubcutáneounared venosa cuyasangrese vierte en

dos troncoscolectores,que son las venassafenasinternay externa.La red venosa del pie es el origen

de las venassafenas.La SafenaInterna se origina por delantedel maleolo interno y desembocaen la

femoral (cayado de la safena). Recibe diversascolaterales y tiene múltiples anastomosisen su

recorrido. Presentade cuatro a veinteválvulasen su interior y la ostial siemprees constante.La Safena

Externatiene su inicio por detrás del maleoloexternoy desembocaen la cara posterior de la vena

poplítea(cayadode la safena extema)a nivel de la interlínea articular. Recibediversas colateratesy

tienemúltiplesanastomosis(177).

Los Grupos Ganglionaresprincipalesdel miembro inferior son, de abajo a arriba, los ganglios

poplíteos y los inguinales. Los vasos linfáticos son superficialesy profundos, con los ganglios

secundarios(177).
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Los Nerviosdel miembroinferiorprocedendel Plexo Lumbary del Plexo Sacro.El Plexo Lumbarda

ramascolateralesy seis ramas terminales(el Nervio Crural es el más voluminoso).El Plexo Sacro

da seis ramascolateralesy una ramaterminal (Nervio Ciático Mayor). El Nervio Ciático es el más

voluminosodel organismo. Da sieteramascolateralesy dos ramasterminales(ciáticopoplíteoexternoe

interno). El Ciático PoplíteoExternoinervalos músculosy tegumentosdela región ántero-externade la

pierna y dorsaldel pie. Da cuatroramascolateralesy dos ramasterminales.El Ciático PoplíteoInterno

es másvoluminosoy estádestinadoa los músculos de la pierna y planta del pie. Emite cinco ramas

colateralesmusculares,un ramoposterior de la rodilla y elnervio safenoexterno.

El Nervio Tibial Posterior sigue al ciático poplíteo interno en el anillo del sóleo. Da ramos

musculares,un ramoarticulary el NervioCalcáneoInterno.

En el pie estánel Nervio PlantarInterno (con una ramainterna y otra externa),el Nervio Plantar

Externo(conun ramosuperficial y otro profundo) y los Nervios de los dedos(177).
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1.4. BIOOUÍMICAt FOSFORILACIÓN OXIDATIVA

La energíaquímicao potencial de las sustanciasalimentadasse encuentraen las unionescovalentes

entrelos átomosde una molécula. Durante la hidrólisis de uniones químicas tipicas se producela

liberacióndeunas3 000caloríaspormol. Dentro de la célulaviviente estaenergíano seliberade forma

súbita, sinode un modo gradualy controlado,mediantela intervenciónde gran cantidadde enzimasque

conviertenal final el combustibleen CO2y H20 (51).

La energíaliberadapuedeser utilizadapor la célulaen: 1) sintetizar nuevas moléculas, por medio

de reaccionesendergónicas,para reemplazara otras o para el crecimiento y metabolismonormal

celular; 2) realizartrabajosmecánicos,comola división celular, la citolisis o la contracciónmuscular;

3) efectuarel transporte activo en contra de un gradienteosmótico o iónico; 4) mantener los

potencialesde membrana,como la conduccióny transmisión de impulsos nerviosos; 5) secreción

celular; 6) producir energíaradiante(bioluminiscencia).Sólo en las reaccionesdel primer grupo la

energía proporcionadapor las sustancias alimentarias se transforma en uniones químicas de

energía. En los otros cinco tipos de reaccioneshay unatransformaciónde energíaquímica en otras

formasde energía.

Entre todas estas transformacionesexiste un eslabón común, el compuesto adenosintrifosfato

(A.TP). El ATP se encuentraen todas las célulasy tiene como característicaquímica principal la de

poseerdos unionesterminales,con un potencialenergéticomuchomásalto que todaslas otras uniones

químicas.El Al? está compuestopor la basepúrica adenina,una ribosa y tres moléculasde ácido

fosfórico (la adeninamás la ribosaforman el nucícósidoadenosina).El ATP se puede transfonnaren

adenosindifosfato (AD?) y adenosinmonofosfato(AM?), principalmente, pero también en

citosintrifosfato(CTP), uridintrifosfato (UTP) y guanosintrifosfato(GPT). La liberaciónde cualquiera

de los fosfatos terminalesde ATP produce7 300 calorías por mol, en lugar de las 3 000calorías de

lasunionesquímicascomunes.La unión al fósforode altaenergíapermiteala célulaacumularunagran

cantidadde energíaen muy pequeñoespacioy tenerla lista para ser usadatanprontocomola necesite

(51).

La glucolisises el primer pasoen la liberaciónde energía.En condicionesanaeróbicasla glucosaes
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degradadaa lactatopor un proceso denominadoglucolisis (49,51). La glucolisis se realiza por una

seriede 10 enzimas, todas ellas localizadasen el citosol, y el productode unaenzimasirve de sustrato

parala reacción siguiente.La producciónde energíaneta de esta cadenade reaccioneses de dos

moléculasde ATP y piruvato,a partir de una glucosa(13,51).En condicionesanaeróbicasel piruvato

es usado como aceptorde hidrógeno y convertido en lactato. Si la glucolisis tiene lugar en

condicionesaerébicaslos productosfinales son piruvato y coenzima NADI-l, que contienepoca

energía.

El piruvato contienegran cantidadde energía, tras producir lactato, y experimenta una nueva

degradación,pero esta vez dentro de la mitocondria. Esto se realizaen dos pasosconsecutivos:el

ciclo de Krebs o del ácido tricarboxílico y la fosforilación oxidatíva.El piruvato entra de manera

directaen la matriz mitocondrial y es convertido en acetil-coenzimaA por la enzima piruvato

deshidrogenasa.La NADH no puede penetrar de forma directaen la matriz y sus electronesson

transferidosal dihidroxiacetonafosfato, quelos pasaa la mitocondriapor un mecanismode transporte

(35,39,51).

En el caso de organismosanaeróbicosy de tejidos, comoel músculo esquelético, que pueden

funcionar cierto tiempoen condicionesanaeróbicas,la glucolisis es la principal fuente de energía

(32,51).En este punto es interesantemencionarel balanceenergéticogeneralquees el resultado de la

función de las mitocondrias (49,141,168). De las 686 000 calorías que contiene una moléculade

glucosa,menosdel 10% (es decir, 58 000) pueden ser liberadaspor glucolisis anaeróbica. Una

cantidad mucho mayor de estaenergía es liberada porfosforilaciónoxidativa (51).

El ciclo de Krebs, también se le denoininaciclo del ácidotricarboxilico o del ácidocítrico, tiene

lugaren la matriz mitocondrial.Sirve como primer pasode unavíacomúnpan la degradaciónde las

moléculascombustibles.Enel citoplasmacelular estas sustanciasson modificadasmetabólicamente,

produciendogruposacetilo, que entranen la mitocondria. En unaprimera etapa,los gruposacetilo,

unidos a la acetil-coenzimaA, son incorporadosal ciclo de Krebs (penetranmoléculas de CO2 y

protones,H’). En la segundaetapa, los H~ son captadospor lacadenarespiratoriay se combinancon02

paraformar ¡120. EsteprocesogeneratambiénATP porla fosforilación de ADP (51,71).
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El sistema de transporteelectrónico de la mitocondria se acoplaen tres puntoscon el sistema de

fosforilación. Losprotones(H~) son traslocadosa través de la membrana,del ladoNl (matriz) al lado

C (citosol)por medio dela cadenarespiratoria.De acuerdoconla hipótesisquimio-osmótica(de Peter

Mitchel: por cadapar de electronesprovenientesdel ciclo de Krebs quees trasportadoporel sistemade

trasferencia de electrones, la ATP-asa sintetiza una moléculade ATP), esta traslocacióncrea una

diferenciade pH y un potencial de membrana.Ambos gradientesconstituyen la fuerza motora de los

protonesque tiendena mover el Ht de vuelta, desdeel lado C al M de la membrana.Puestoque la

membranamitocondrial intemaes muy impermeablea losiones Ht, éstos sólo puedenpasaral ladoM a

travésdel ‘canal deprotones”de laATP-asamitocondrial(es un complejomultipolipeptídico).Cuando

los H~ se muevendel lado C al M, la ATP-asa, operandoenforma inversa,catalizala síntesisde ATE’.

PorcadaNADH que es oxidadase traslocan6 protones,los cualesal volver al lado M daránorigen a 3

moléculasde ATP. La formaciónde AY?, en lacadenade electrones,se produceen trespasossucesivos.

El balanceenergético de la respiraciónaeróbicamuestraque se producen36 moléculasde ATP a

partir de cadamoléculade glucosa.La célula acumula el 400/o de la energíaquímica liberadapor la

combustiónde glucosaen forma de AY?. El resto de la energíase disipaen forma de calor o es

utilizadaen otrasfuncionescelulares(51,77,88).

Como las actividadesmetabólicasmás importantes de las mitocondrias ocurren dentro del

compartimento interno, debeexistir un flujo rápido y activode ciertosmetabolitosa través de las dos

membranas. Por ejemplo, los productosdel metabolismoextramitocondrialdebenllegar a la matriz

mitocondrial para seroxidados, de la misma maneraque el ADP y el fosfatopara formarAY?. De

forma simultánea, los productos finales, como H
20. ATP, urea y amoniaco,deben abandonarla

mitocondria(51).

Las membranas mitocondriales presentan importantesdiferenciasencuantoa supermeabilidad.

La membranaexternaes permeablede maneralibre a los electrolitos, agua, sacarosay moléculasde

hasta10 000 daltons; por otra parte, la membranainterna suele ser impermeablea los ionesy a la

sacarosaen condicionesnormales.

La membranainterna de la mitocondriautiliza transportadores(carriers)específicosparael pasode

diversassustancias(51).
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Los transportadoresmás importantesson los que intervienenen el pasode ATE’, PIDE’ y fosfato

inorgánico(Pi), lo quepermite la entrada de ADP y Pi a la matriz mitocondrial y la salida de ATE’ al

citosol (sontransportadoresespecíficos)(51). El estudio de la traslocaciónADP-ATPes facilitado porel

hechode que hay inhibidoresespecíficosparael transporte, lo que ha permitido sugerir un modelode

poro como el más probable.El componente eléctrico de los distintos gradientespareceser el más

importanteparael trasportedel ATE’ (8). En experimentosrecientes, se ha comprobadoun efecto

moduladoren el trasportedel ATP mediantecanalessensiblesal calcioen células musculares(32) y al

potasioen células miocárdicas,en células f3 del páncreasy en otros receptores(96,1 l0,l’75). Los

gránulos cromafinesse han utilizado como un modelo excelente en los estudios del trasporte de

nucleótidos(8,186).

La conformacióninterna de las mitocondriaspuede variarentre dos estadosextremos. Uno, es el

estado ortodoxo (entejidos intactos); el otro, correspondeal estadocondensado,en el cual hay una

contracción intensa del compartimentomitocondrial interno, con acumulación de líquidosen el

externo.En la conformaciónortodoxala membranainternapresentalas característicascrestas,la matriz

ocupacasi todoel volumende lamitocondria y tieneaspectogranularo reticular.En laconformación

condensadael plegamientode la membranainternase realizaalazary la matriz,ahoramáshomogénea,

representasólo cerca del 50% de! volumen mitocondrial.En ciertos puntos se observala existenciade

uniones de contactoentre ambasmembranasde la mitocondria(másabundantesen la conformación

condensada).Se ha propuesto una funciónreguladora, que intervendríaen el intercambioATP/ADP

a través de las dos membranasmitocondriales(SI).

El funcionamiento del sistemade transporteelectrónico se considera necesario para que pueda

llevarse a cabo la trasformacióndel estadocondensadoal ortodoxo. La inhibición de la cadena

respiratoria impide esa transformación.El estadoortodoxo se produce cuandoel ADP externo

disminuye y, por consiguiente, no haysustratoparala fosforilación. Si en este momento se agrega

PIDE’, la respiraciónaumentamuy rápido y tiene lugar la contracción de la membranainterna.En

ausenciade AD? el volumen de las mitocondriaspuedeaumentarentre tres y cinco veces con

respectoa suvalor normal. La adiciónde ATP o la reanudacióndel mecanismo respiratorio permiten

que lamitocondriarecuperesutamañooriginal (51,168).
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Si bien la respiración y la fosforílación oxidativa son las funcionesmitocondrialesmás importantes,

las mitocondrias están relacionadas,también, con la incorporación y eliminación de sustancias

intracelulares. Se acumulan los iones calcio y fosfato(sonagentesproductoresde hinchamiento),

succinato,glutamato, isocitrato, aspartato, manganesoy bicarbonato. Y puedenexpulsarde manera

activaaguay pequeñasmoléculas,en la proporcióndevarioscientospor cadamoléculadeATE’ utilizada

(la incorporaciónde aguaa la mitocondriaestá asociadacon el desacoplamientode la fosforilación

oxidativa) (51).
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1.5. ETIOPATOGENIA

En la actualidad,los traumatismosconstituyen lacausaprincipal y únicaquepermitela realización

de reimplantesde lasextremidades.

Las amputacionestraumáticasconstituyen un 12% del total de amputaciones (en paises

occidentales). Y los traumatismos queproducenamputacioneso avulsiones, totales o parciales,

ocurren ensumayoríaa nivel laboral y poraccidentesdecirculación.

Los accidenteslaboralesafectana la extremidadsuperioren mayor proporción, no ocurriendo lo

mismoen accidentesde circulación.

Las avulsiones extensas de la extremidadinferior no son, hoy día, un acontecimiento raro. Sin

embargo, la cantidadde informaciónndisponiblesobreestetenaesescasa.

Las avulsiones importantes de la extremidad inferior son causadas,antetodo, por accidentesde

vehículos de motor. Si bien las motosy los cochesexplicanun gran númerode casos,las heridas de la

extremidadinferior queson resultadode atropellopor un autobúso camiónsonlasmásseveras.Ello es

debidoa quelos 2 neumáticosposterioresde estos vehículosrepartenla fuerza motrizsobreunaextensa

superficie(2,93).

La herida por avulsión común de la pierna es la más frecuente y produce una herida abierta,

con destrucciónde la piel y el tejido celular subcutáneo,con tejido maceradoa sualrededor,roturaso

contusionesvásculo-nerviosas,laceracióny aplastamientomuscularvariabley fracturasen un 80% (93).

La heridaporavulsión atípica de la pierna se produce por atropello de camiones y no estábien

documentada.La piel y el tejido celularsubcutáneotienenpequeñasheridaspero se asociaa un gran

despegamientode dichostejidos y de tejidos másprofundos de la extremidad. Se asocia a extensas

lesionesmuscularesy fracturas(93).

El tercertipo de heridaporavulsiónesla avulsiónplantar.Tiene 2 tipos de lesiones: 1) avulsión

completa,con rotura de los músculosy fracturasdiversas. Se sueleasociar,a veces, a la amputación

distal del pie; 2) avulsión parcial, con una base proxinial o distal de colgajo, congestiónblanda,

hemorragiasubcutáneaenla partedistal del colgajoy colorrojo. Pero esengañosa,puescon frecuencia

senecrosa(93,98).
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La amputaciónde una extremidades uno de los procedimientosmás antiguos de la cirugía, sólo se

empleaba como métododesesperadoy, a menudo, insatisfactorioparasalvar la vida. En la actualidad,

se usano sólo paraestepropósitosino paracrearun muñónque, cuandose adaptacon una prótesis,

restauraal máximogradoposible la función del miembro(7).

Se requiere la amputaciónen un traumatismocuandola cirugíaconservadorao reparadorano ofrece

unaposibilidadrazonablede restauraciónfuncional(7,188).

Perohoy día, hay que intentar el reimplante quirúrgico de la extremidad amputada, parcial o

totalmente, con rehabilitaciónposteriordel paciente,ya que las nuevastécnicasde microcirugiay los

instrumentales,así como los aparatosde seguimiento y control post-quirúrgico,nos permitenobtener

buenosresultados,

La experiencia indica con claridadque lasheridascortantesson más favorablesparael reimplante

inicial y el buen resultado a largo plazo. En general, las heridas por arrancamientotienen una

regeneraciónnerviosamenoscompleta, mayor daño ósteo-muscular y lesiones vascularesmás

importantes, y la reimplantaciónes másdificultosay conmenoréxito. Lasheridasque se consideren

demasiadosuciasparaun cierre primado, no debenaceptarseparael reimplante(5,54,93).

La herida de una amputacióntraumáticaes raro que seauna incisión limpia y la reimplantación

incluye algo másque acoplarsólo los extremosde estructurasdivididas. Más queen ninguna otra

operación, la restauraciónquirúrgica de una extremidad amputadarequiere conocimiento de la

curaciónde las heridas (factores que la influyen y tiempo necesario); la observaciónde que la

infecciónes lacausaprincipal del fracasotempranodespuésde reimplantarextremidades,lo que pone

derelieve la necesidadde conocer lamicrobiología quirúrgica(reduciral minimo, descubriry tratar la

infección).Un problemabásicodela reimplantaciónes el fenómenode la isquemia y el restablecimiento

dela circulación(5,54).

A.- [squemia

El conocimiento actual del proceso subsiguiente a la interrupcióndel flujo vascular se debe a

los estudios de múltiples investigadores, los cualesnoshanpermitido conocerlos cambiosocurridos

cornoconsecuenciadela isquemia.
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Unos estudioshansido realizadosen seres humanos (70,98,115) y en otras investigacionesel

materialde estudiose haobtenido mediantela creaciónde modelosexperimentales(176,209,216). Los

descubrimientosde estas investigacionespermitencomprendermejor los aspectospatogénicos. La

secuenciaen la respuesta tisular y celular en el hombre es bastantesimilar a la observadaen los

animales(183,212,232),aunquela experienciaacumuladaa lo largo de los añoshademostradoque no

existe ningún modelo experimentalequiparable por igual al humano y que sólo en algunode sus

aspectosevolucionan de la mismamanera(68,90,111).En el ser humano,el gradoy la extensióndel

proceso reparativopuedensermodificadosde maneramuy amplia, por la propia lesióny por el usode

medicacion.

Cuando el riego sanguíneode una extremidad se ha interrumpidopor completo(como en una

amputacióntraumática),el oxígeno disponible se agota rápido y comienzael metabolismoanaerobio

(51,184). AA final, se llega a un estado irreversible cuando el restablecimiento de la circulación

sanguíneaya no logra la recuperación.El tiempotranscurridoentreel comienzode la isquemiay la

etapade irreversibilidadvaríamucho segúnlos tejidos (193). El músculoesqueléticoesel tejido de una

extremidadmássensiblea la isquemia(113,134,183),seguido por losnervios(130), la piel, la grasay

el hueso. Si hay presión e isquemia (síndrome compartimental), se afecta primero el nervio

(134,152,176).

La mayoríade losexperimentosquehan estudiadoel tiempo máximo de tolerancia a la isquemia

se han realizado restableciendoel flujo sanguíneodespuésde diversosperíodosde isquemia y

observandolos cambiosmorfológicos, fisiológicos o bioquímicosacaecidos.

El tejido muscularha sido estudiadomediante métodos muy diversos-incluyendo la histoquimica

(44,120,163), la bioquímica(89,181,183),el microscopioóptico (68,92,161),el microscopioelectrónico

(120,158,161), la electromiografia(115,134,216),la espectroscopiacon resonancianuclear magnética

(1,31,65,66),la cromatografialíquida (19,179,210)- paracomprobarestoscambios.

a) CambiosMorfológicos

Se han descrito diferentes cambios histológicosen los músculos isquémicos utilizando

microscopia óptica (68,163,197) y electrónica (92,180,205), observándosediferencias según las
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especiesen cuantoa resistenciadel músculoa la isquemia.

Con el microscopioóptico, en experimentosrealizados a temperatura ambiente e isquemiade

extremidadesde 3 horasen ratas (68), por oclusión arterial, y de 2 horasen conejos (163), por un

manguito,sehanobservadointensos cambiosmusculares,evidenciados por la pérdida de la estriación

transversal,fragmentaciónde las fibras e inflamaciónde las mismas, con focos de necrosis. Los

músculosque presentanestos cambiospueden clasificarse como dañadosde forma intensa,pues las

célulasmuscularesno sobrevivirán(68,163).

Van Alphen (220) descubrióque la necrosis focal, la degeneraciónhialina y los procesos de

regeneracióneranlas manifestacionesmáscaracterísticasen los músculosreimplantadosdespuésde una

isquemiafría de 12horas.

El númerode fibras con degeneracióndiscoide y degeneraciónhialinaencontradastrasunaisquemia,

con supervivenciadel músculo de 1 ó másdías, se correlacionancon el fracasoen la recuperaciónde

la contractilidad(111).

Petrasek(164), en experimentoscon conejos,observóque las fibras muscularesde contracción rápida

tenían más lesiónquelas fibras de contracciónlenta,sólomanifiestoenisquemiassuperioresa5 horas.

Con el microscopio electrónico los cambios isquéniicosencontradoshan sido anormalidades

mitocondriales(comohinchazóny desorganizaciónde las crestas)(83,88), un ensanchamientode los

espacios interfibrilares, hinchazón del retículo sarcoplásmico, pérdidade los gránulosde

glucógeno, aumento de las gotitas de lípidos, cuernos densos intramitocondriales y

desorganizaciónde la estructurafibrilar (111,207,209).

Otros autores (90,183) han descrito cambios degenerativosultraestructurales parecidos tras

isquemias muscularesde 3 horas: degeneración intensa de la estriacióntransversal,disoluciónde

las líneas Z y pérdida de la distinción de las bandas A-I; hinchazónmitocondrial intensa y

desorganizaciónde las crestas;densidadesfloculares intramitocondriales;inclusiones de placas

trilaminares intramitocondriales, y fagocitosis de elementos miofibrilares por leucocitos

polimorfonucleares.

La lesiónmuscularcausadapor la isqilemnia tiene un componenteprimarioy un componente

secundario(183). La lesión aguda (primaria)celular se relacionacon el daño metabólicoinmediato,
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que se producedurantela aplicación de un torniquete. Si este daño inicial es grave, se ponenen

marcha procesospatológicos que pueden originar una lesión tisular adicional(secundada>después

de soltarel torniquete.

Lesión Primaria: se observan signos precocesde lesión morfológica primaria de las células

muscularesdespuésde 1 hora de isquernia y, en ocasiones, despuésde mediahora (158,180).Con

tiemposde torniquetemás largos,estos cambiosse hacenmásextensos y severos. La degeneración

focal miofibrilar y la necrosiscelular se ven despuésde 2 ó 3 horasde isquemia (44,68,90) y se

hacenmásdifusas,de manera progresiva, con laduracióncrecientede la isquemia(180,209>.

La lesión isquémica primaria del músculo se manifestó, también, por unapermeabilidadanormal

inmediata de la membranacelular para las enzimasdel citoplasma (212), permitiéndolassalir a los

espaciosextracelulary vascular(167). En el músculoesquelético,así como en el músculocardíaco,la

elevaciónde los niveles séricos de la creatin fosfokinasa se relacionade forma estrecha con la

duracióndel daño isquémicoy con el gradode lesión tisular (90,100,183).El aumento de los niveles

de creatin fosfokinasano se produce, por lo general, durante la primera hora de isquemiade una

extremidad, pero se han observadoelevaciones significativas despuésde 2 ó 3 horas de isquemia

(90,212). La mediciónde los nivelesséricos de la creatínfosfolcinasa es muy útil en los estudios

con torniquete, ya que la cretín fosfokinasaesresponsabledel daño del músculo situado debajo del

manguitoasí como del músculodistala éste(127,159,161).

Lesión Secundaria:Lasmanifestacionesmorfológicasdel daño a las células muscularesllegan a

ser más evidentes y másextensas con el pasodel tiempo, despuésdel daño verdaderoprimario,

llegandoal máximo dentro de las 24 horasposterioresa la suelta del torniquete, por lo general

(44,68,132).En parte,es debidaaquela desorganizacióncelulary la autolisisde la lesión primaria no

es instantánea, pues le lleva tiempo desarrollarsecon plenitud (159,183).Sin embargo, muchos

investigadoreshan proporcionadopruebas,en la actualidad,indicando que una parte significativa del

retrasoen loscambiosmorfológicos,siguiendoa la aplicaciónprolongadade un torniquete,representa

la progresiónsecundadadel dañocelular,a pesarde la revascularización(90,161,183).

Después de periodos de isquemia prolongados, la revascularizaciónde la extremidady la

entradade moléculas de oxigeno originanproductostóxicos(157), talescomolos radicalesde oxígeno
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y el peróxido de hidrógeno (71,73). Estos radicales libres (originados por la degradaciónenzimática

mediadapor laxantinaoxidasa de las células endotelialesvasculares)inducen laperoxidaciónde las

membranaslipídicas y un aumento de la permeabilidadvascular(81). Incrementos de la actividad

de la xantina oxidasa se apreciana las 2 horasde una isquendamuscular. Por otra parte, los

neutrófilos (27,91,101) contribuyen a la formación de los radicales libres. La activaciónde los

neutrófilos incrementael consumode oxigenoy se asociancon una mayormortalidadpor shock. La

activaciónde los leucocitosse produce por lesionesa nivel endotelial (116,126) o por efectos

mecánicos. Una manerade evitar la producciónde estosradicales libres consisteen un mayor control

de la reperfusión(15,100), la utilización de antioxidantes(81), la inhibición de la activación de los

leucocitos(117,156,235)olaproducciónde óxido nitrico (117,157).

b) Cambios Bioquimicos

Los pocos estudios metabólicos relevantes que se han concentradoen los acontecimientos

intracelulareshandemostrado,por lo general, una recuperaciónmetabólicamás rápida en el músculo,

después de la suelta de un torniquete, de lo que los parámetrosextracelulareshan dado a entender

(89,142,155),pero hay todavía discrepanciasen la velocidad exacta de la reconstruccióncelular

(80,122).Losresultadosconflictivosson, casi siempre, inevitables,debidoa quelos métodosempleados

en estas investigacioneshan sido la biopsiamuscular(técnicadificil y de naturalezainvasiva) y las

técnicasdeensayo de los metabolitos tisulares. Además, estos estudiosno hanintentadorelacionar

laalteraciónmetabólicay su recuperacióncon el gradodelesión tisular debidoa la isquemia(183).

Avances recientesen la utilización de la espectroscopiadel fósforo-VI con resonancianuclear

magnética(40,181,182),de gran rendimiento, nos ha permitido controlarde forma no invasiva el

metabolismo energético celular y su pH en el músculo “in vivo’, durante la isquemiay la

revascularización(139,183,184,214).

El estado bioenergético de las células vivas puede ser caracterizado, de forma cuantitativa,

medianteel equilibrio entre los metabolitosdel fosfatode alta energía, tal como la proporciónentrela

?Cry el ATP (1) o entre la PCr y el Pi (39). Los cambiosen los nivelesrelativosde PCry elPi ocurren

casi de inmediato como respuesta a la isquemia y a la revascularización(183,184).En un
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experimentocon 3 horas de torniquete, los datos de la RNM muestranunadegradacióndc la PCr con

un incremento concomitantedel Pi, evidentesdentro de los 5 minutosposterioresal inflado del

torniquetey continuéduranteel tiempoen queel músculopermanecióisquémico(183).Una inversión

rápida de estos cambios ocurrió con la revascularización.La resíntesisde PCr se detecté, por lo

general, dentro de los 10 segundosposterioresa la liberacióndel torniquete, siendocompletadapoco

después,necesitando1 minuto por cada hora precedentede isquemia continua. La fosforilación

oxidativaes el únicomedioporel cual se puedemantenerunaresintesistan rápida de PCr dentrode la

célula, indicando que hubo una reanudaciónrápida de la entrada deoxígenoen la mitocondria y que

la función enzimática oxidativaestabaintacta (183). No se observaroncambiossignificativos en los

nivelescelularesde A~TP en ningún momento. Estodemuestrala capacidadde la PCrcomodepósitode

fosfatos de alta energíay la capacidadglucolítica del músculo esquelético(indicadopor un aumento

progresivode losglucofosfatosdurantela isquemia).

En la isquemianormotérmica,ladegradaciónsignificativadel ATP no comienzabastaquela reserva

energéticacrucial de ¡‘Gr estácasi agotada(24,99,182). Las 3 horasde isquemiadebenestar muy

cercade ésepuntoen el músculodel perro, ya quelaPCr se agotóen un 95% (183).

l-loult et al (99>, utilizando técnicasde RNM, mostraronquetras la amputaciónde la extremidadde

una rata los niveles muscularesde ¡‘Gr descendíanen 1 1/2 horasy el ATT’ un 50% a las 3 horas,con

descensodel pH másmanifiestoal comenzarel metabolismoanaerobioal desaparecerla PCr.

En otros experimentos(183,184), se ha observadouna pequeña,pero con significación estadística,

alcalinización del citoplasma celular durante los 30 primeros minutos post-isquemia. La

alcalinizaciónisquémica inicial se piensaque es debida al consumode protonesde la hidrólisisde

PCr,a pesar de la mínimaactividad glucolítica inicial (66). Siguiendo a esta leve alcalinización,el

pH celular cayópor debajo de la líneabasaldespuésde 1 horade isquemia y continuóel descensocon

rapidez con posterioridad. El valor máximo del descensodel pH se observó con 3 horas de

isquemia,cuandolavelocidadde disminución de la PCr estabaenlenteciéndosey laactividadglucolitica

(indicada por los nivelesde glucofosfatos>estabaen supunto máximo.El valordel pH era de6,35 con

unaacidosiscelulargrave(183).

Chiu et al (43) midieron incrementosen los niveles de CPK en la sangre de la venafemoral de
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penos despuésde un periodo de isquemia de 2 a 3 horas con torniquete (escapecelular post-

isquémico). Y el pH medidoa las 3 y 6 horas de isquemiatenía unosvaloresrespectivosde 6,76 y

6,12.

El pH muscular ha sido relacionadoen la práctica clínica con la producción de ácido láctico y

pirúvico y con las diferenciasarterio-venosasde oxígeno.En un modelo experimental en ratas,el

pH muscularreflejó un cambio desdela fosforilaciónoxidativaa la glucolisisanaerobiadespuésde una

horay mediade isquemianormoténnica(212).

Esta observaciónsugiere que para la cirugía de reimplante puede ser posible el predecir la

probabilidadde viabilidad del tejido muscular, de una extremidad, mediantela medicióndel pH

muscularen el quirófano.Unacifra de pH por debajode un cierto valor podríaindicar la realizaciónde

unaamputación mejor que el reimplante. Un pH muscularinferior a 6,5 seriaincompatiblecon la

supervivenciadel tejido (212).

Por motivos obvios, la extensióndel periodo tolerable de isquemia de la extremidades muy

importantey deseablepara la reimplantación.El agentemás viejo y el más utilizado paralograrlo es

lahipotermia (184,219), ya que disminuye los procesosmetabólicos.

Alíen (3,4),en 1930, fué el primero en realizar estudiossobre los efectos de la temperaturaen la

toleranciade lostejidos dela extremidadala isquemia.

En experimentosrealizadoscon perros(212) se ha comprobadoel deterioro metabólicode una

extremidadposterioramputaday conservada,durante6 horas,en aguahelada,enrefrigeradora 40C y a

temperatura ambiente de 250C. Tras reimplantaría, los animalescuyaspatas se conservaronen agua

heladasobrevivieron todos,el 80% conconservación del miembroen refrigerador y el 50% con

conservacióna temperaturaambiente.Porlo quees justoasumirqueel limite de tiempode isquemiade

unaextremidadamputaday conservadaen aguaheladaestáentre6 y 12horas(212).

Otros autores(5,57,184) confirmaron que mediante el enfriamiento de una extremidad

amputada,en animales de experimentación, disminuía la posibilidad de una ‘toxemia post-

reimplante’.
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B..- Revascularización

El reimplante de extremidadesdespuésde prolongadosperiodosde isquemia puede ser viableen

muchos casos, pero la funcionalidad del miembro es, a menudo,escasadebido a la producciónde

un síndromecompartimentaly una toxemia del reimplante,que comprometelaviabilidady la función

neuro-muscular(1 II).

Cuandose restableceel curso de la sangreen una extremidadisquémica,el flujo arterial femoral

aumentade forma rápida hastaun nivel superioral quetenía antes de la amputación. Además, se

aprecia un aumento neto de la hemorragia por los extremosdistales musculares, con un

enrojecimientovisible de la piel (por unahiperemiareactiva). Se produceun aumentodel peso de la

extremidad,al mismo tiempo, durante dos horas; después,el aumento es muy lento duranteuna

semana;más tarde,el edemaempiezaa ceder(201).

No está claro el papel que desempeñala interrupciónlinfática en la formacióndel edema,pero hay

datosque indican quela reconstrucciónde las víaslinfáticasdisminuyeel edema(199).

El efectogeneralprincipal del restablecimientodel riego sanguíneoen unaextremidadreimplantadaes

la apariciónde un shock, quese ha denominado“toxemiadel reimplante”(5,86,134).Estatoxemiano es

uniforme en su aparición, pero se ha descrito tanto en clínica (135) como en experimentos

(176,183,219).

En el reimplante y en el trasplante la circulación es devueltaal músculo isquémico porlas

anastomosisvasculares.

Diferentesestudios de la microcirculaciónde lapiel y del músculo demuestran que, después de

la isquemia, el restablecimientodel flujo en vasosgrandesno va acompañadode un flujo uniformeen

la microcirculación.Se ha descubiertoquedespuésde la isquemia por un torniqueteel flujo sanguíneo

no retornabade inmediatoa todaslas áreasquehabían permanecidoisquémicas,originandodefectoso

áreasdeno reflujo (209).

La extremidad inferior puede ser dividida en 3 áreasanatómicasen lo referenteal riego sanguíneo:

Muslo, Pierna y Pie (29,69,213).Se ha practicadodicha división por los múltiples estudios de la

circulaciónefectuadosparala realizaciónde trasplantesmúsculo-cutáneospediculados(2,34,78,202).

El reimplante o la revascularizacióndeun segmentode un miembro que incluye unamasamuscular
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importantepuede ser un procedimiento peligroso e incluso representar un riesgo vital para el

paciente.Estehechoestárelacionadodemaneradirectacon laduraciónde la anoxia muscular, la cual

puede ser responsablede un síndromede liberación del torniquetecon su riesgoasociadode falla

múltiple de las funciones vitales. Una vez que la vascularizaciónha sido restablecida,todos los

esfuerzosdeben dirigirse a la conservaciónde un flujo sanguíneoóptimo y a evitar una isquemia

secundaria del miembroreimplantado, debida al aumento de la presiónen los compartimentos

musculares,asociadaal edemapostraumáticoy postanóxico(síndromecompartimental)(140).
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1.6. OBJETIVOS E HIPÓTESIS DE TRABAJO

A.- OBJETIVOS

El estudio aquírealizadose emprendiócondos objetivos:

1.- conocerel grado óptimo de enfriamientode los tejidos, mediante la técnica de la hipotermia

intermedia, queminimice el deterioro metabólico del músculo esqueléticoisquémico y la manera

mássencillademantenereste grado de hipotermiaen el medioclínico.

2.- el estudiode los fosfatosde altaenergía, comopronosticadoresdel éxito del reimplante de

una extremidad,mediante espectroscopiadel ¡‘-31 con R.N.M (resonancia nuclear magnética)y

l-l.P.L.C (cromatografialíquida de alta presión), y su verificación medianteel estudio serológicoe

histoquimicodel músculo y su capacidadde respuestafuncional con la estimulaciónneuromuscularde

la extremidad.

13.- HIPÓTESISDE TRABAJO

Si el enfriamientode unaextremidadduranteun periodo de horasvariableesbásicoparael éxito de un

reimplante, ya que origina unadisminucióndel metabolismoenergéticocelular y una menoracidosis,

sobretodo de las células musculares,con un descensoen los nivelesdelos fosfatosde altaenergía y

una pérdida de la capacidadde recuperación de las células muscularesy de su poder de

contracción,Entonces, durantequé periodo de tiempo de isquemiala utilización de un método de

hipotermiaquedisminuya la temperaturade los tejidos sin congelarlos, la hipotermiaintermedia, será

más efectivaque el enfriamientocon sueroa otrastemperaturasparaevitar la pérdidade los fosfatos

ricos en energía y paraquehaya una mejor regeneraciónde las fibras muscularesy de la respuesta

neuromuscular.
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2.1. GENERALIDADES

El trabajo ha sido realizado en la Unidad de Investigación Clínico-Experimentaldel Hospital

Clínico San Carlosde Madrid.

1) Animales de experimentación:34 conejos machos, razaNeozelandesa,de 3 a4,5 Kgs. depeso.

Se han dividido en 9 grupos,de 3 animalescada uno, para un total de 27 conejosutilizadosen el

experimento.

2) Medicación:

A.- Pre-operatoria: Anestésica: se ha utilizado sulfato de Atropina, Ketamina y Xilacina, y

Diazepamocasional,por vía intramuscular.

13.- Operatoria: anestésica(Ketaminay Xilacina; aveces,Diazepam)

suerosalinofisiológico.

heparinasódicaal 5% en venafemoral (250 a 500 U: 0,05 a 1 mí).

C.- Post-operatoria: antibiótico: amoxicilina trihidrato (250 miligramosintramuscular[1 ml ¡ 5 kgr

peso]cada24 horas),durante3 días.

Tiopental sádico,barbitúrico de acción hipnótica, por vía intravenosa o

intracardiaca, para el sacrificio.

3) Guantesy pañosquirúrgicos(estérilesy no estériles).

4) Material necesario para desinfeccióny curas: povidona yodada, gasas,compresasy

esparadrapo.

5) Instrumentalquirúrgico:

A.- Instrumentalbásicode cirugía: rasuradora(Oster GoldenAS, modelo 5-55 14); bisturí (mango

número4, hoja 23 y mangonúmero3, hoja 11); tijeras de disección(Metzenbaurn)y puntiagudas

curvas finas; pinzas de disección dentadas(Gillies) y no dentadas(Mclndoey Adson); separadores

(Farabeufy Volkmann); pinzashemostáticas;mosquitos(rectosy curvos); portas(delicadoy fuerte);

pinzade Adson-Brown y tijera parahilos (FigA y 2).

B.- Instrumental de microcirugía: pinzas de relojero(Stainless y Druco); tijeras de disección

(Jakobi 50 y Stainless);pinzas(Stainless);portas(Drucoy Drumon), y tijeraparahilos (Druco).
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6) Materiales de sutura no reabsorbible:

A.- Arteria y Vena Femoral: monofilamentonylon, calibre7/0 y 8/0; sedatrenzada,calibre6/0 y 7/0.

B.- Venassuperficiales:sedatrenzada,calibre4/0.

C.- Músculoy FasciaMuscular: sedatrenzada,calibre 3/0.

O.- Piel: sedatrenzada, calibre 2/0.

7) Catéteres de perfusión:

A.- Arterial: Vasocán22 (FEPTEFLON).

B.- Venoso: Vasocán22 ( FEPTEFLON) y llave de tresvías(UNO PLAST).

8) Bomba de perfusión: PERFUSOR SECURA, con unacapacidad de perfusión de 1 basta100

mililitros porhora(Figi).

9) Medios de magnificación: Microscopio operatorio: CARL ZEISS OPMT 3, de 10,67 aumentos

(Fig.2 y 3).

10) Luz fria: RAYPA FIBER OPTIC ILUMINATOR PASO (aumento de un 100% la potencia del haz

de luz frío halogenado)(Fig.3).

11) Termómetros: ICO-MEDICAL y PENN PLAX thennometer.

12) Monitor de transmisión neuromuscular: TOF-GUARO JINMII? (Fig.4).

13) Máquina de hielo picado: SCOTSMAN AF -100C (Fig.5).

14) Tubos de hematología: VENOIECT conLOTA K3, de lO mililitros.

15) Tubos para análisis serológico: VENOJECT con Gel Barrier Silicona Coated,de 10 mililitros.

16) Centrífuga para tabos de análisis de la sangre: HERALUS LABOFUGE 200 y MSE-

MISTRAL 3000 (3 000 rpm durante12 minutos).

17) Hematología: TECFINICON435.

18) Gasometría: pHIBLOOD GAS ANALYZER 1306 (graduadoa370Cy lib fijada en 14,5 gr%).

19) Tubos de ensayo de plástico: con capacidadde 3 mililitros.

20) Pipetas Pasteur de plástico: capacidadde 3 mililitros.

21) Homogenizador cónico (2 centímetroscúbicosde capacidad).

22) Centrífuga para tubos de análisis de los fosfatos musculares: SIGMA 3K 30 (15 000 rpm durante

10 y 12 minutos,a 40C), conun rotorSigmaN’12157 (16000 rpm)y tubosde plásticode 10 mililitros.
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23) Medidor de pH: CORNING 220(graduadoa 220C, pH ‘7 y 79 mV).

24) Máquina de liofilización: VIRTIS 10-324, con temperaturasque oscilan entre 3-25 a -80”C

(liofilizando a -700C).

25) Congelador: HERAEUS Sepatech (-800C) y NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC U 5708$

(-850C) (Fig.7).

26) Máquina de vacío: MILLIGER, con potencia hasta650 milímetros de mercurio (realizando el

vacíoa550 mmlig) (Fig.8).

27) Campana de desecación por vacío: SIMAX CSN, de 150 mm de diámetro interior.

28) Medidor de HFLC: Equipode cromatografiaWATERS, compuestopor unabombaWaters600 E,

un inyector automáticoWaters 717-Plus, un detector de absorbanciaWatersLambda-Max481 y un

equipode Soft-WardMillenium 2010versión2.10 (Fig.11»Utiliza columnasparamediciónNOVAPAK

C-18, de 15 centímetrosde longitud y 0,39 centímetros de diámetro interior para partículasde 4

micrometros.

29) Medidor de RNM: BRUKER 250 AC (250 MHZ de potencia),con una sonda QNP de 5

milímetrosparaP-31, y tubos de RNM de 5 milímetrosdc diámetrocon0,5 a 1 mililitro de capacidad

(Fig.9 y JO).

30) Análisis Histológico:

A) Flistoquimica: necesitandoTissue-Tek, metilbutano y congelacióna -280Cparaconservacióny

corte de las piezas(niicrotomo-congeladorMICROM -300C). Tinción con nitro bluetetrazoliumy

adenosín5’triphosphate(disodiumsalt), para la técnica de laadenosín trifosfatasa (ATP-asa) a pl-I

9,4, nicotinamidadeshidrogenasa(NADH) y succinil deshidrogenasa(SDH).

B) MicroscopiaÓptica: igual, y tincióncon hematoxilinaeosina, Masson y Oil-Red. Se utiliza un

microscopio OLYMPUS VANOX-T A}1-2.

C) Microscopia Electrónica: se introduce la muestraen glutaraldehido y se transportaen tubos

MICRONIC 24. Posteriortinciónconazul de toluidinay, al final, contrastadocon salesde plomo. Para

el corte de las muestrasse utilizan un microtomo PYRAMITOME, cortes de 1 micra, y un

ultramicrotomoULTRACUT-E, cortes de 600 Anmstrong.El microscopio electrónico es un ZEISS

902 de 400000 aumentos.
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31) Báscula para pesar conejos: MUERA, pesahasta5 Kilogramos,

32) Báscula para pesar potasa: LETICA 2066 (Digital Skale).

33) Báscula para pesar muestras musculares: STANTON DO-3,pesahasta200 gramos.

34> Ácido Perclórico al 8,4% IM (Densidad1,60, 66% en un litro y PesoMolecular100,47).

35) Potasa lN (PesoMolecular56,11 y 85,5%en un litro).

36) Destiladora: MILLIPORE-Q Plus 185, para obteneraguaultrapurao bi-destilada(18,2Mfl cm.

deresistencia)(Fig.5).

37) Placas KODAK 4489para microscopia electrónica.

38) Carrete KODAK 100-ASA, luz normal, para microscopia óptica.
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ESQUEMA GENERAL DEL EXPERIMENTO

Para un mejorentendimientode la metodologíaseguiday de laspruebasrealizadas,se hapreparado

unahojageneral,a modo de índice,en el queseespecificanéstas.

1.- CONEJO:

A) PESO(En kgr).

fi) SEXO <Macho).

C) TEMPERATURA ANAL (En 0C).

O) EXTREMIDAD TRASERA UTILIZADA (Derecha).

E) DIAMETRO DE LA EXTREMIDAD (Encm): Muslo y metatarso.

a.- Inicial.

It- Finalizadoelexperimento(isquemia+ reperfusión).

e.- A las 24 y 48 horas de la isqueinia.

d.-A la semanade la isquemia.

2.-ANESTESIA:

A) INDUCCION (ketamina, xilacina, sulfatode atropina y suerofisiológico).

B) MANTENIMIENTO (ketaminay xilacina. A veces, se aiiadediazepamy suerofisiológico).

1- CIRUGÍA:

A) Rasuradoy desinfecciónde lapiel

fi> Incisión de la piel inguinal y disecciónde la grasa subcutánea.

C) Abordaje de la vena (canulación)y de la arteria femoral (clampage).Comienzael tiempo de

isquemia(3, 4 y 5 horas).

D) Incisión de la piel y apertura dela fasciadel músculogastrocnemio.

4.-PERFUSIÓN (Suero fisiológico a 200, 10~ y 40C).

5.- EXTRACCIÓN DE SANGRE:

A) Medición delpH, hematologíay serología:

a.— Basal
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It- Ourante los tiempos de isquemia.

c.- A los 30 mm de revascularizar.

d.- A la semanade la isquemia.

6.- MUESTRAS DE MÚSCULO GASTROCNEMIO MEDIAL DERECHO

A) Estudiode NucícótidosconHPLC y RNM:

a.- Al finalizar el tiempode isquemia.

b.- A lasemanade la isquemia.

B) Estudiohistoquimico:

a.- A la semanade la isquemia.

7.- MUESTRAS DE NERVIO FEMORAL DERECHO (A lasemanade la isquemia).

8.- FIN DE LA ISQUEMIA:

A) Oesclampagearterial y sutura dela arteria.

8) Extracción del catéter venosoy sutura de la vena (30 mm después).

C) Sutura de la fasciamusculary de la piel (musloe ingle).

9.- FUNCIÓN NEURO-MUSCULAR:

A) Basal.

B) Durantelosperiodosde isquemia.

C) A los 30 mm derevascularizar.

D) A la semanade la isquemia.

10.- POST-OPERATORIO:

A) Amoxicilina im durante3 días,250 mgr¡día.

8) Drenaje de la incisión inguinaldurante24 horas.

11.- NECROPSIA (A la semanadela isquemia).

12.- INCIDENCIAS:

A) Intraoperatorias.

8) Post-operatorias.

C) En lanecropsia.
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21. ANIMAL DE EXPERIMENTACIÓN

Sehan utilizado 34 ConejosNeozelandesesmachos,de 3 a4,5 kilogramosde peso, paraun total de 27

extremidadesposterioresderechasestudiadas.

El conejo (Oryctolaguscuniculus)de raza NuevaZelanda blanco, es un animalmuy utilizado en

experimentaciónanimal.Como indica el nombre,supelaje es blanco. Es muy fértil y prolífico, con

temperamentoalgonerviosoy de grantamaño.

Los animales han sido alojadosen las instalaciones de la Unidad de InvestigaciónClínico-

Experimental del HospitalClínico SanCarlos(Madrid), enunahabitaciónparaconejosconIR jaulas

individuales (6 filas de jaulas). Estánconstruidasde un material inalterablepor el animal y de

substanciasno tóxicas (aceroinoxidable), de limpieza y desinfecciónsencilla y en ellas se pueden

aplicar con facilidad las tolvas de alimentacióny el sistemade bebida.

El aniinalariose mantienea unatemperaturaqueoscilaentre180 y 220C,con unahumedadrelativadel

40% al 60%, con aire acondicionadoexterior climatizado y filtrado, detector de incendios, ruidos de

poca intensidad y ciclos de luz-oscuridad de 12 y 12horas,conun sistema deelectricidadnormaly

otro especial(Fig.6).

La alimentaciónde losconejosse harealizadoconpiensocompuestoenforma de gránulos(5 gr /100

gr de peso/día) y elaguanecesaria(6 ml ¡ 100 gr depeso/día).

La alimentaciónde los animalesesuno de los factoresimportantesa considerarenexperimentación

animal, por variosmotivos:

- Condicionael estadonutricionalde los animales.

- Una alimentaciónincompletapuedeprovocar laapariciónde enfermedadesen los animales.

- Una alimentaciónque contengadeterminadosfármacoso productospuedealterar los resultadosde la

investigación.

El manejo del conejo, al ser bastantedócil, ha sido sencillo, La sujeciónse realiza a nivel de

su cuerpo,manteniéndoloentrenuestrocuerpoy el brazo, a la vez que se le inmovilizan sus patas

delanterasconlamano. No es recomendablecogerleporlas orejas, paraevitaractosde agresividad,por

eldolor o pormiedo. Si sólose puedeutilizar unamano hay quesujetarloporla piel del dorso(222).
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2.3. TÉCNICA OUIRÚRGICA

A-- PROBLEMAS QUIRÚRGICOS BÁSICOS

Convencidos de que el reimplantees uno de los medios de tratamientomásútiles en los casosde

amputación,realizamosel programa experimental de la evaluaciónbiológica del sindromede

revascularización, con el fin de conseguirlo. Los problemasfundamentalesque en un principio se

tuvieronqueresolverfueron:

a) Organización de un quirófano con los medios adecuados(macro y microcirugia).

b) Estudio de lasdistintastécnicasanestésicasaplicables.

e) Estudio anatómico de la extremidad posterior del conejo.

d) Obtención de un método óptimo de enfriamiento de los tejidos que disminuyen el daño

metabólicodel músculoesquelético.

e) Estudio de las técnicas microquirúrgicasmás adecuadaspararealizarlas anastomosisvasculares

y nerviosas.

La técnica quirúrgica empleada es la utilizada para la amputaciónde una extremidadposterior

(animales)o inferior (humanos)a nivel inguinal,modificandoel métodode Kihira (111)(Fig.12y 13).

La duración aproximadade la intervenciónes de 60 minutos.
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ff- ANESTESIA

La AnestesiaGenerales un estadoreversiblede depresióndel S.N.C.,caracterizadopor:

- Anestesia:supresión de lapercepciónde sensaciones,en particularlas dolorosas.

- Pérdidadeconciencia:queladiferencia dela anestesialocal.

- Ausenciade actividadrefleja: vagal,etc.

- Relajaciónmusculary ausenciade motilidadvoluntaria.

Estas condiciones son las adecuadaspara realizarintervencionesquirúrgicas mayores, por lo

que se denominatambiénAnestesiaQuirúrgica(226,227,228).

Los conejoshan sidoanestesiadosconunasolucióncompuestapor un mililitro de sulfato de Atropina

(1 mgr), dos mililitros de Ketamina(100 mgr) y dos mililitros de Xilacina (40 mgr) en una misma

jeringade 10 mililitros, con5 mililitros de suerofisiológico paradiluirlo, administrándoseun mililitro de

soluciónpor kilo de pesopor vía intramuscular.

La Ketamina (Ketolar¶ viene en viales de 10 mililitros y 50 miligramos por mililitro. Es un

hipnótico disociativo de acción rápida, con potente acción analgésica. Produce sus efectos

conservandoalgunosreflejosy la respiraciónespontánea.

La Xilacina (Rompún®) al 2% estáen ampollas de lO mililitros, con 20 miligramos por

mililitro. Tiene accióntranquilizante,analgésica,anestésicay relajantemuscular.

El sulfatode Atropina (Atropina ~)está en ampollasde 1 mililitro, con un miligramo por mililitro.

Alcaloide natural liposolublede acciónsímpaticolítica(antagonizala acción de la acetil-colina). Se

utiliza para disminuir las secreciones de las mucosas y para prevenir el laringoespasmoy el

broncoespasmo(222,226,227).

Para el mantenimientode la anestesiase emplea la misma mezcla, en un principio; luego, sólo

ketaminay xilacina,inyectándoseuno a doscentímetroscúbicoscada 30 a 60 minutos.

En ocasiones,cuando estámuy intranquiloel conejoy condespenares frecuentes,se preparauna

mezclade Diazepam 10 miligramos (2 cc), 100 miligramosde Ketamina (2 cc) y 40 miligramos de

Xilacina(2 cc), diluyéndolocon5 cc de suerofisiológico.

El Diazepam (Valium ®) está enviales de 2 mililitros, con 5 miligramos por mililitro. Tiene acción
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tranquilizantey relajantemuscular(222,227).

El Tiopental Sódico (Pentobarbitalsódico) por su potenteacción sedante y anticonvulsivante

(222,228), con periodo de acciónbreve, sólose utiliza parael sacrificiodel animal, en un émbolode

5 a 10 mililitros porvía intravenosao intracardíaco.

La vía intravenosaen el conejo es prácticamenteinstantáneaperotiene el inconvenientede presentar,

con mucha frecuencia,paradas cardio-respiratoriasirreversibles, al ser dificil aplicar maniobrasde

resucitacióna esta especieanimal. La intubaciónes muydificultosa, lo mismo que la traqueotomía,y

ademásesta última puedeinterferir el modelo experimental. Hay que utilizar el pentobarbitalsódico

muy diluido puestoque su margen de seguridades muyreducido y las dosisse acumulan.Por ello,

no lo utilizamosparala anestesia(222).
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C.- INTERVENCIÓN

1- Preparaciónde la extremidad posterior

a.- Rasuradoinicial de la cara interna de la extremidadposterior derecha(desdeingle hastael

tarso)y el cuadranteinferior derechodel abdomen,limpieza consoluciónantisépticay povidonayodada,

incisión lineal de la piel de la extremidad, de cuatro a cinco centímetros,en el tercio

superiordel musloy paralelaal pliegue inguinal, unosdos a tres centímetrospor debajo.Disección

roma, con gasa, de la grasasubcutánea,

It- Diseccióndel sistemavenososuperficial, ligadura conseda4/0 y seccióndel mismo.

c.- Disecciónde la arteria y la vena femoral común, desdeel ligamento inguinal hastacinco

centímetrospor debajo, respetandoel nervio femoral que va paraleloa la cara antero-externade la

arteria. La venase canulaen primer lugar y a un centímetropor debajo del catéter arterial (permite

mejor colocacióndel arterial y mejorperfusión;además,evitamos la perforaciónde la paredvenosaal

no tener queinclinar demasiadola guíametálica);sedanpuntosde seda6/0 en los lateralesde la vena,

al igual que en la arteria (paracontrolposteriorde los vasos),y se secciona conbisturí, entreellos, la

caraanteriordel vaso,sin clampar. Se canula,de inmediato,conun catéterVasocán 22 y una llavede

triple paso Uno Plast, para la extracciónde muestras de sangre(la primera extracciónpermite

comprobarla permeabilidad de la vena). A continuación,clampagede la arteria femoral, lo más

próximo al ligamento inguinal (abarcandolos vasos principalesde laextremidad) y seccióndistal

(a 1 cm) con bisturí de la cara anterior de la misma, canulándolacon otro catéterVasocan22 y se

perfunde a su travéscon suerofisiológico. Se fijan los catéteresconseda3/0. Desdeestemomento,se

cronometranlos tiemposdeisquemia.

Los catéteresVasocán22 (Fep-Teflón)son de 0,8 milímetrosde diámetro y 25 milímetros de largo,

con capacidadpara 35 mililitros porminuto.

El tiempotardadohastacanutarambosvasosvariaentre40 y 80 minutos.

d.- Tras el rasuradoy desinfecciónse procede a la apertura de la piel con una incisión

paralela al músculo gastrocuemio medial (disecciónvertical), de tres o cuatro centímetros.

Disecciónromadel tejido subcutáneo,apertura de la fasciamuscular,igual forma y longitud, abordando
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el músculo.

2.- Perfusión y Tiempo de Isguemia

La administración de las solucionesse realizamediante unabomba de perfusión, Perfusor Secura,

y una jeringa de 50 mililitros, a una velocidadde 90 mililitros por hora en isquemiasde 3 horas(270

mí); 70 mililitros porhoraen isquemiasde 4horas (280 mí), y 60 mililitros porhoraen isquemiasde 5

horas(300 mí), paraunacantidadde líquido a perfundirsimilar.

Con esteprocedimientola extremidadpermanecióen isquemiadurantetres, cuatro y cincohoras,

perfundidaconsolucionesa temperaturasde 200, 100 (hipotermia intermedia) y 40+1-. 10C.

La técnica de la hipotermia intermedia se realizaperfundiendolaextremidad,primero, consuero

fisiológico a 40C durante60 a 90 minutos; a continuación,se perfunde con sueroa 100C el resto del

tiempo de isquemia(seconsigue así un enfriamiento rápido dela extremidadconel suerofrío-helado

y, luego, mantenimiento con suero frío-no helado). Para conseguir un enfriamientohomogéneoen

lostresgrupos,en los tiempos dc isquemia de 3 horasse perfundió sueroa 4’C durante60 mm; en

isquemiasde 4 horasse perfundióel mismosuerodurante75 mm; en isquemiasde5 horasla perfusión

de sueroa 40Cse realizódurante90 mm.

3.- Revascularización de la extremidad

a.- Anastomosis vasculares. Las extremidades de los vasos que deben suturarse o

anastomosarsese liberan con meticulosidaddel excesode adventicia.Primero, lo realizamosen la

arteria, suturándolacon nylon 7/0 u 8/0 o seda 6/0, con puntossueltoso continuos,con aguja

atraumática.Se prefiere la suturacontinuapor su mayor rapidezy mejor hemostasia,aplicándoseenla

cara anterior de la arteria a intervalosde 1 a 2 milímetros y a una distancia similar desde los

bordes, evertiéndoselos mismos. Realizamossuturas de sostén, seda 6/0, mediante puntos de

colchonerohorizontales de evasión, y posterior suturacontinua(método de Carrelí modificado).

Desclampagey serestablecelacirculaciónen la extremidad.

Extirpación de la misma manera dela adventiciade los cabosproximal y distal de la vena,sutura

conseda6/0 o connylon 7/0 u 8/0, conpuntos sueltos.Lospuntossueltospermitenunamejor dilatación

de estasestructuras.Si la intervenciónse prolongapor algunadificultad, se abreviautilizando la sutura
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continua.

Se utilizó un microscopio quirúrgico CaTI-ZejasOPMI 3, de 10,67 aumentos,para una mejor

visualizacion.

El tiempo promedio empleadoen realizar las anastomosisarterialy venosafué de3 a 10 minutos.

Uno de los problemas que se presentanal realizar las anastomosisvasculareses la falta de

congruenciaen el calibre de los cabos a suturar, tras una seccióncompleta, lo quedaráorigen a

alteracionesen los flujos vaculares. Paraevitarlo, por si se seccionabapor casualidadalgún vasoen

todo su diámetro,se procedióa marcarcon puntoslos dos lateralesde la paredanterior,realizandola

secciónde los vasosentreambospuntos. En la posteriorreparación, la perfectaorientaciónde estos

puntosgarantizóla correcta unión vascular.

b.- Sutura de la fasciay del músculo gastrocnemio. Se realiza de forma continuacon seda

trenzadacalibre 3/0, despuésde haber tomadolas biopsiasoportunas.

e.- Sutura de la incisión de la piel . Con puntos sueltosde sedatrenzadadd calibre 2/0.

Se haelejido un materialdesuturapoco traumatizante,que se tolera bienpor lostejidosy se maneja

con facilidad al emplearel instrumental quirúrgico adecuado, utilizando una técnica lo más

atraumáticaposible paraactuarsobreestasestructuras.

Con un buenconocimiento de la anatomíadel nivel de secciónes sencillo abordar las distintas

estructurasy lograr unaaposicióncorrecta de las mismas.

Sedejancolocadosdrenajesde tejadillo durante24 horas,yaqueel problemaprincipal post-quirúrgico

es el edema, causadopor la dificultad del retomovenosoy linfático, producidopor lasecciónde estas

estructuras.Aunquesereparala venafemoral común,avecesno bastaparadrenartodo el flujo arterial.

Para evitar infecciones(205), al finalizar la intervenciónse administranal conejo 250 mgr de

amoxicilina,por vía intramuscular,y serepite cada24 horasdurante3 días.
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2.4. LABORATORIO

Desdeel punto de vista bioquímico, se ha pensadoque senade gran interes el poder obteneruna

bateríade pruebas útiles paraobservarla forma de evolución del reimplantede un miembro,de manera

global, y poderpredecir,de formaprecoz,aquellas alteracionesque pudieranestaren relación con un

pronósticoevolutivo peor.

A.- Medida de los Nucleótidos de Adenina

1.- La adenosinatrifosfato (ATP), la adenosina difosfato (AD?) y la adenosinamonofosfato

(AM?), se han cuantificadomediante cromatografia líquida de alta presión(I-IPLC) de estractosde

muestrasdel músculogastrocneniio,modificandoel métododeKihira (111)y Sugino(210).

2.- La otra forma de cuantificarlos fosfatosdealtaenergía(Al? y ADP), así como la PCry el Pi ha

sido mediante la espectroscopiadel P-3 1 con resonancianuclearmagnética(RNM), a partir de

estractoscelularesdel músculogastrocnemío.

Se obtienen muestrasmuscularestras la anestesia,en una serie de conejos, como control; en los

demás,al final de cadaperiodode isquemiay a los sietedías de la revascularización.

Tras los resultadosobtenidosen diferentesinvestigacionessobreel estadometabólico del músculo

aislado y perfundido, los indicadoresmásconvenientesparavalorar la integridad del tejido son los

nivelesde ATP, PCry Pi, siendolosvalores de ADP y AM? menoseficaces(139).

8.- Serología

En todoslos gruposla sangrevenosase tomé de la venafemoral, apartir de la llave de triple paso

Uno Plast, tras la anestesiay antes de la perfusión(muestrabasal), al finalizar los tiempos de

isquemiay a lostreinta minutosde la revascularización.A lasemana,antesdel sacrificio,otra toma.

La muestrade sangreobtenidase introduceen 2 tubos paraanálisis: uno, es un Venojectcon EDTA

3K, se introducen5 cc de sangre por vacio y serviráparamedir la fórmula hemática;el otro, es un

Venojectrevestidocongel de silicona,se introducende la mismamanera 5 cc de sangrey nos permitirá

medir la serología.

Paraevitar la coagulación de la vena, se instila con 0,5 a 1 mililitro de heparina(250 a 500

Unidades).
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Con la muestrabasalserealiza una mediciónde los valoressanguíneosnormales (hematología),así

comoun análisisde la creatínfosfokinasa(CFK), la transaminasaglutámicooxalacético(GOY-AST), la

lácticodeshidrogenasa(LDH), potasio(K’), calcio (Ca2~),urea,creatinina,glucosa,proteínasy el pH. En

las tomasposterioresse evaluarásólo la serología.A la semana,igual quela toma basal (Tabla II a

XXI; Fig.14 a 89).

Las medicionesse realizan:

- Los Hematíespor millón (10 6)

- La Hemoglobinaen gramosporcien(gr%).

- El Hematocritoen tantopor cien (%).

- Los Leucocitospormil (10 3)•

- LasPlaquetaspor mil (103)•

- LasProteinasen gramosporcien (gr$”o).

- El pH se mide en un pHmetroreguladoa 370Cy hemoglobinafijada en 14,5 gramospor cien (Tabla

II a IV; Fig.14 a 24).

- La pCO
2 y la PO? en milímetros de mercurio (mmHg).

- El HCO3 y el BEben milimolespor litro (mniol/L).

- La saturaciónde oxígenoen tantopor cien (%).

- La Glucosa,Urea, Creatininay Calcioenmiligramospor cien (mr/o).

- El Potasioenmiliequivalentespor litro (mEq¡L).

- La GOT-AST,LDH y CPKen unidadesinternacionalespor litro (UIJL) (TablaV aXXI; Fig.25a89).

Para apreciar si existe edemaen la extremidadse mide su diámetro,en centímetros,tras la anestesia

(basal),al finalizar el experimento,a las 24 h y 48 Ii y a la semana,traslo cual, se sacrificaal animal.

C.- Músculo

Seestudiamediantebiopsiadel músculo gastroenemioderecho,vientremedial, que nos permitehacer

estudios:

1.- analíticos:examende los fosfatosde altaenergía.

2.- histológicos: con microscopioóptico y electrónicoe histoquimica.
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Todasestasdeterminacionesnos indicanla funcionalidad del músculo, tanto perfundidocomo en su

posteriorreimplante,siendocapacesde predecirel gradode reversibilidad de la lesión isquémicay la

regeneraciónmuscular. La reversibilidaden la pérdida de la función contráctil va a depender, con

muchaprobabilidad, de la severidady duración de la isquemia, aunqueesta relaciónpermaneceen la

actualidad sin cuantificar. En cualquier caso, aunquevarios fenómenospuedenconsiderarse los

responsablesde la lesión estructural y de la alteraciónpersistentedela función muscular,el gradode

depleccióndelos enlacesdealtaenergía, así comosuduración,seríael fenómenoquejugaríaun papel

mayor. Es de gran importanciaaveriguar, a través de las alteracionesdetectadasen el metabolismo

energético,los factoresquepuedansercapacesde predecirel gradodereversibilidad de la isquemia.
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2.5. ESTUDIO HISTOLÓGICO

En primer lugar describiré la estructura histológica del músculo y proseguirécon las técnicas

empleadasparael estudiode los músculos y nervios mediantemicroscopioóptico, microscopio

electrónicoe histoquimica.

A.- Músculo

1.- Histología

El músculo estáadaptadoal acortamientounidireccionaldurante lacontracción. A causade ésto, la

mayoría de las células muscularesson alargadasy tienenla forma de huso y la mayor parte del

citoplasmaestáocupadopor las rniofibrillas contráctiles.En el músculo cardiaco y esquelético las

miofibrillas son estriadas y tienenbandas oscuras que se alternan con bandas claras. La unidad

estructural de la miofibrilla es la sarcóniera, que tambiénes la unidadcontráctil.

En las células muscularessólo una pequeñaparte del citoplasma -el sarcoplasma-mantiene

su característicaembrionaria. Se distribuyeentre las miofibrillas y es muy abundantealrededordel

núcleo(50,64).

El músculo estriadodel esqueletoestáconstituidopor fibras cilíndricas que tienenentre 10 y 100

micrometrosde diámetro y varios milímetros o centímetros de largo, originadaspor fusión en el

embrión de variascélulasprimordiales, los mioblastos.Todala fibra estárodeadade unamembrana,

sarcolema, que estápolarizada eléctricamente,con un potencial de -0,1 voltio, siendonegativala

superficie internarespecto a la externa.Cuando un impulso nervioso alcanzala placa motora del

músculo se despolariza la membrana, produciéndosela contracciónde todas las fibras de manera

coordinada(50).

En la fibra muscularexisten tres componentescitoplasmáticosmuy diferenciados. Uno es la

maquinariacontráctil de los miofilamentos, que se disponenen paralelo para formarestructuras

fibrilares, las miofibrillas. El segundocomponentees el retículo sarcoplásmico, diferenciaciónespecial

del sistemade endomembranas,relacionadocon la conducciónen el interior de la fibra y con la

coordinaciónde la contracciónde las diferentes miofibrillas, así como en la relajaciónmuscular. El

tercercomponenteson las mitocondrias(sarcosomas),dependiendosuabundancia de la frecuencia
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con la quese contraeel músculo.

Las miofibrillas son estructurascilíndricas alargadas, de 1 rnicrometro de diámetro, cuyas

estriacionesresultan de la repetición de la unidadfundamental, la sarcómera,limitada poruna línea

densa, línea o disco 21. Estalínea se localiza en el centrode una zonamenosdensa, la banda1. La

banda A tieneunadensidadmayorquelabanda1, teniendoensucentro una zonamenosdensa,quela

divide en dessemidiscososcuros,la bandao disco II (disco de 1-lensen>,en cuyo centrose observala

líneaM.

Existendosclasesde miofilamentos: losgruesos, formados por miosina, y losfinos, formados por

actina, tropomiosina y las troponinas. Ambos se encuentranen el mismo nivel y en estado de

relajaciónla banda 1 contiene sólo filamentosfinos, labanda11 sólo filamentosgruesosy la bandaA

filamentos finos y gruesossuperpuestos.Cadafilamento gruesoestá rodeadode seis filamentos finos y

cadafilamento fino se hallasituadode forma sim¿tricaentretres filamentos gruesos,en losmúsculosde

losvertebrados(50,64).

2.- Técnicabistogniunica

Se obtienenmuestrasdel músculogastrocnemiomedial derechode 1,5 cm de largo por 1 cm de

anchopor 1 cmde grosor(1 ,Sxlxi cm) y se las introduceen un recipientetransportador,conunagasa

humedecidaen suerofisiológico comobase de apoyo.En lasala de diseccióndel servicio de anatomía

patológicase extraeel músculoy se sitúa sobre unasuperficie dura de color blanco, paraorientar sus

fibras al realizarel corte. Traspracticarlo, conun bisturí, se colocaunasecciónmuscularde 0,5 cm x

0,5 cmsobreunabasedecorcho,de2 cm x 2cm, con las fibrasmuscularestransversalesa éste,se cubre

con un gel Tissue-Teky se la introduceen nietilbutano.El metilbutanose ha congeladoconanterioridad,

introduciéndoloen un vaso de vidrio y éste en un recipiente con nitrógenolíquido, se extrae al

congelarsey se dejaque se descongele(pasa a liquido) el centro (3 a 5 minutos), introduciendoen

dicho momento la pieza de músculo invirtiendo el corcho. A] congelarse, presentaun aspecto

blanquecino, se lleva a un congeladora -800Cparasuconservacióny posterior utilización enel estudio

histoquimico,

La colocación de las fibras muscularesen posicióntransversalconrespectoal corchose debea
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queasíevitamoslos artefactosal realizarlos cortesenel microtomo(Milcrom).

El congelarel músculoen metilbutanoy éste congelarloen nitrógenolíquido, y no en el nitrógeno

líquido de forma directa, se debe aque así evitamos la formación de cristalesde aguaporcongelación

dentro de !a fibra muscular.El metilbutanocongelade manerarápiday por igual, siendo máslento el

nitrógenolíquido, no apareciendoartefactos(burbujas)en laspreparacionesposteriores.

Otra seccióndel músculose introduceen un vasocon formol al 10%tamponado,conservándoseen él

hasta su utilización para el estudio con microscopioóptico. Se teflirá conhematoxilinay esosina,

tricrómicode Masson y Oil-Red-O.

La última toma de muestra, con menoscantidadde músculo, se sumergeen una solución de

glutaraldehidoy serviráparael estudiocon microscopioelectrónico.

A.- Microscopio Optico

a) Tínción.

Se han utilizado las técnicasde tinción de hematoxilina-eosina,para apreciarla forma y tamaño

celular, tricrómico de Masson,visualizando los elementosestructurales, y el Oil-Red-O, para

observarla grasa.

Seestudianmedianteun microscopioOlympusVanox-T AiH-2.

Para seguir un modelo, las lesiones muscularesse handividido en gradosleve y grave(Fig.90 a

105).

1.- Leve:

a.-Fibras muscularesintegras.

bc Conservaciónde estriacionestransversales.

c.- Edema.

2.- Grave:

a.- Fragmentaciónde las fibras.

b.- Pérdida de la estriacióntransversal.

c.- Inflamación.

d.- Edemaintenso.

e.- Depósitoscálcicos.
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b) Histoquimíca.

Extracción de la pieza conservadaen congelador, seccióncon el microtomo (Mikrom) y tinción

con nitro b!ue tetrazolium y adenosín 5’triphosphate(disodium salt). Con ello, apreciamoslas

enzimasATI’-asa, a pH 9,4, la NADH y la SON.

Las lesiones musculares se dividirán en leves y graves,atendiendoa la presenciao no de dichas

enzimas(Fig.90 a105).

B.- MicroscopioElectrónico

Se transportala muestramuscularen un tubo Micronic 24 con una soluciónde glutaraldehido,para

fijar el músculo,diluido al 4% en un buffer de fosfato. Se extraeel músculo y se le introduceen el

buffer fosfato, pl-! 7,5, durante24 horas. Lo máximo que puede estaren dicha soluciónson 7 días.

A continuación, una nueva fijación con Tetróxido de Osmio (OsO4 ), que es muy tóxico y hay que

utilizarlo con guantesy mascarilla.Siemprese realizan2 fijaciones.

Previo a la fijación con tetróxidode osmio, se efectúael tallado de la pieza, mediantecuchillas,

obteniendounasmuestrasde 1 mm de largo por 1 mm de anchopor 2 mm degrosor(lxlx2 mm).

El último pasoes el contrastado(tinción de contraste de las rejillas), para poder ser estudiadas

conel microscopioelectrónico.La secuenciaes:

Cortes ultrafinos (600 a 1000Amnstrong) con un Ultracut-E, longitudinales y transversales,y se

ponen8 cortesen una rejilla deplomo.

Tinción con: Acetato de Uranilo al 2% en agua bidestiladay Citrato dePlomoReynolds.

Se estudianmedianteun microscopioelectrónicoZeiss902 de400 000 aumentos.

Se realizan,también,estudiosde los vasos-capilares.

Las alteracionesobservadascon microscopia electrónica se han dividido en gradosleve y grave,

segúnse estudienlos vasoso las fibrasmusculares(Fig.106a 123).

VASOS-CAPILARES (diámetroexterior,de membranabasala membranabasal,de 10 micraso menos).

A) Lesión endotelial

1.- Leve:

a.- Hinchazónmitocondrial.

b.- Hinchazóndel retículo endoplásmico.
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e.- Dilatación de la cisterna perinuclear.

d.- Condensaciónde cromatinaen la periferia del núcleo.

e.- Pared capilar másdelgadaeintacta.

2.- Grave:

a.- Roturasintercelulares.

b.- Roturas endoteliales (destrucciónparcialo agrietamientocelular).

e.- Capilares con una profunda indentación de la pared, que estrecha u oblitera la luz.

II) Lesión Intravascular

:

a.- Hematíesconhemolisisy/o vesículas.

b.- Leucocitosisen la luz capilar.

Cc Coágulosintravasculares,conbandasde fibrina.

d.- Cuerposesféricoslibres.

C) Lesión del Espacio Intersticial

:

a.- Extravasaciónde hematíes.

b.- Presenciade vesículas.

FIBRA MUSCULAR

A) Mitocondria

:

1.-Leve:

a.- Hinchazónmitocondrial, conservandolascrestasdel perfil interior.

b.- Ausenciade inclusionesintramitocondriales.

2.- Grave:

a.- Mitocondrias muy hinchadas.

b.- Pérdida casi/ocompletade las crestasdel perfil interior.

e.- Inclusionesintramitocondriales: - Densidadesfloculares.

- Placastrilaminares.

B) Miofibrilla

:

1.- Leve:

a.- Pérdidaparcialde laarquitecturaestriada transversal,identificándoselas bandasy las lineas.
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b.- Hinchazónde! retículo endoplásmico.

e.- Disminución de los gránulosde glucógeno

2.- Grave:

a.- Hinchazóny/o roturacelular.

b.- Pérdidadifusade laarquitecturaestriadatransversal: disolución de laslineasZ.

no distinción de la bandaA-I.

e.- Hinchazóny roturadel retículoendoplásmico.

d.- Pérdida de los gránulosde glucógeno.

e.- Aumento de las gotitasde lípidos.

ti- Fagocitosisleucocitariade elementosmiofibrilares.

13.- Nervio

Se practicaun estudioprey postmonendel nervio safeno-femoralcon microscopioelectrónico.

Las biopsias se realizan:tras la anestesiadel conejo (basal)en 2 deellos y a la semana de la

intervenciónen todoslos demás,paraconocerlos efectos de la isquemia, momento en el quese

sacriflca(extraemos8 nerviosen total).

Se seccionael nervio completo,en todo su recorrido dentro del compartimentoanterolateral, y se

lleva junto al músculo al servicio de anatomía patológica.El nervio se seccionaen 2 partes y se

introduceen glutaraldehido,parasuestudioconel microscopioelectrónico.

El material para su estudiose preparó segúnla técnicadescrita en el punto anterior. Luego, se

continúacon la técnicautilizadaparael músculo.

Las lesiones las clasificamosen grado leve y grave, examinandofibras mielinizadasy no

mielinizadas(FigJZ4a 129).

A> Fibras Mielinizadas

:

1.- Leve:

a.- Degeneraciónparcial.

b.- Cambiosen la estructuranormal multilamelarde la mielina.

e.-Hinchazón del axón.
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2.- Grave:

a.- Degeneraciónintensa.

b.- Pérdida de la estructuramultilamelar dela mielina.

e.-Degeneracióncompleta de los contenidosdel axón.

B) FibrasNo Mielinizadas

:

a.- Degeneraciónaxonal.

b.- Balonización.

e.- Desorganizaciónextensade las célulasde Schwann.

d.- Desectructuraciónde las organelasexoplásmicas.

E.- Formación de cuerpos densos.

Parasaberel grado de lesión que existe, tanto en el músculocomoen el nervio, a cadauna de las

diferentesalteracionesquepresentense le aplica unapuntuaciónque variaentre O (no alteración)y 5

puntos(máximaalteración), haciendoun estudiode 3 a 5 campos. Cuantosmás puntostenga, mayor

gravedadde la lesión.
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2.6. CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA PRESIÓN

En esteapanadodescribiré,en primer lugar, los conceptosteóricos de la técnica;en segundolugar,

la realizaciónde la técnica.

A.- ConceptosTeóricos

Un procesocromatográficosuponela separaciónde una mezclade productosen sus componentes

individuales y la monitorización de éstos con un detector, para la determinacióncuantitativay/o

identificacióncualitativa.

En este procesode separación,un fluido “Fase Móvil” circula en íntimo contactocon una “Fase

Estacionaria” líquida o sólida.Al introducir en nuestro sistema una mezclade sustanciassolublesen

fase móvil éstasse separaráncomo resultadode susdiferentesinteraccionesfísicasy químicas,entrela

fasemóvil y la estacionaria.

La optimización del procesocromatográfico implica obtenerla separación suficiente entre dos

componentesadyacenteslo más rápido posible.

Limitándonosa aquelloscasosen los que la FaseMóvil es un líquido, es decir, la “Croinatogratiade

Líquidos”, es la naturaleza de la FaseEstacionariala que determinael mecanismode distribucióndel

solutoentrelas dos fases.

Aunquelas técnicasde cromatografíaen columnaseutilizan con fines preparativosdesdehacemuchos

años,su utilización con fines analíticos es muchomás reciente. El desarrollode la cromatografíade

gases,en la década de los cincuenta, redujo el interés de la cromatografía líquido-líquido hasta la

aparición de la Cromatografia Líquida de Alta Presión o Resolución (HPLC, bigh performance

liquid chroniatography), que puedecompetir con la cromatografiade gasesen muchasaplicaciones

analíticas.

Paraunaseparacióneficaz es necesariocontarconsoportesmuy regularesy finamentedivididos, con

un suministrode fasemóvil a la presiónnecesariaparamantenerun flujo constantey adecuadoa través

de la columnay con un sistema de detección eficaz. Los aparatosutilizados constan de cinco

componentesbásicos,existiendomodelosmáso menossatisfactoriosde todosellos.
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13.- TécnicaExperimental

Se utiliza la técnicade Kihira (111) y Sugino (210) modificaday diferente a la utilizada por Rubin

(179).

Trasanestesiaral conejo, sediseccionael musloy se extraeunabiopsiadel vientremediodelmúsculo

gastrocnemio,sepesaconexactitudy se congelade inmediatoen nitrógenoliquido. Las muestrasbasales

pesande 0,5 a 0,65 gr (obtenidas al finalizar el tiempo de isquemia) y las muestrasconseguidasa la

semanapesande 1 a 1,15 gr. A continuación,se homogenizan(con un homogenizadorde Pother)en 2

centímetroscúbicosde ácido perclórico(PCA) al 8,4%que estáa 40C. Se fritura hastaque apareceuna

solución lechosa-marrónen la mitad inferior y transparente-blanquecinaen la mitad superior del

homogenizador.Conla muestrabasalse tardaentre9 y 13 minutos,con lamuestrade la semanasetarda

entre 12 y 20 minutos. Estasoluciónse trasladaa un tubo de plástico de la centrífugaSigma3K 30,

refrigeradaa 4”C, y se centrifugaa 15 000 revolucionespor minutodurante12 minutos. Se extraeel tubo

de centrífugay el sobrenadantese introduceen un recipientede vidrio (la parte sólida quedapegadaal

tubo de plástico y se desecha)que se ajusta conpotasa (KOH) IN a un pH de 7 a 8 (medidoen un

pHmetroComing 220) formándoseun precipitadoblanco (cloratopotásico).

La dosisy porcentajede PCA era la misma que se utilizabaen otros experimentos(111,210)pemal

añadirla KOH SN se producíanbruscoscambiosdel pH, con dosismínimasempleadas,por lo que se ha

utilizadoKOH IN, trasdistintaspruebas,paraconseguircifras de pH queoscilaranentre7 y 8 de forma

másfácil.

La solución conseguidaal añadirKOH se introduceen otro tubo de plástico y se lleva a la anterior

centrifuga,paraun nuevo centrifugadoa 15 000 rpm pero sólo 10 minutos. El nuevo sobrenadantese

extrae(lapotasa,de color blanco, se quedapegadaenlapareddel tubo de centrífuga)y se distribuye,en

proporcionessimilares,en tubosparaHPLC y RNIM.

El líquido extraído trasla primera centrifugaciónvaríaentre1,5 y 2 mililitros, necesitandoentre1,3 y

1,95 mililitros depotasaparaobtenerun pH próximo a7,5 (oscilaentre7,2 y 7,8).

El sobrenadanteque se obtienepara HPLC varia entre 1,5 y 2 centímetroscúbicos (de los 3,5 a 4

mililitros totales),se trasladaaun congeladorHerauso New Brunswicky se congelaa -800C(un mínimo
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cíe 2 horasantesde liofilizar). Se liofiliza aposteriori en unamáquinade vacío Milliger y se conservaen

una campanade vacíoSimax CSN, enneveraa 40C, hastasu estudio.

El estracto muscular liofilizado se suspendeen 1 mililitro de agua desionizadaen las columnas

NovapakC-l8 (15 cm de longitud y 0,4 cm de diámetro);éstas,se sitúan en un carro giratorio de la

bombaWaters600E y se introducenen un espaciointerior e inferiorparaconservarlas muestrasa 40C.

Desdeahí, el inyectorautomáticoWaters717-Plusestableceun flujo de trabajode 2 mililitros! minuto.

Unavez que introduce2,5 microlitros de soluciónen el detectorde absorbanciaWatersLambda-Max481

se miden los fosfatos,medianteuna longitud de onda de 260 nanometros(165). Comogradientede

elución en la fasemóvil se utiliza una solucióntamponadacompuestade: Di hidrógeno fosfatopotásico

(KH
2PO4) 10 micromolar,Tetrabutilamonio 2 micromolary un 13% de Acetonitrilo, paraobtenerun pH

de 7,5 con el que se realizala medición(74,75,76).

Parala obtenciónde un patrón que nos sirva de referenciaparalas medicionesposteriores,se miden

solucionesde250, 500 y 750 picomolesde AMP, AD?y ATP. En el programadel ordenador,Millenium

2010 versión2.10, aparecenunos picos,conun áreay en un tiempodeterminado,con los quetraza una

rectade calibrado(áreasfrente a muestras).Los tiempos de retenciónen los que aparecen,de menor a

mayor tiempo,son los siguientes:AMP en 1,267niln; ADP en 2,235mm; ATPen 4,500mm.

La técnicautilizadaes la del Par¡único y las medicionesobtenidasse dan en picomolesy en % de

área(Tabla XXII a XXX; Fig.130a150).
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2J. ESPECTROSCOPIA CON RESONANCIA NUCLEAR MAGNÉTICA

El estudio de la biología moleculardel músculoes uno de los ejemplos más interesantesde la

íntima asociaciónentreestructuray función, y de la maneraen que la energíaquímica se traduceen

trabajomecánico (integraciónfisiológica y estructurala nivel macromolecular).El acoplamientoentre

excitacióny contracciónestábasadoen un complejo sistemade conducciónintracelular, que lleva el

potencialde acciónhacia la porción másprofunda de la fibra muscular,produciendola sincronización

funcional de las miofibrillas, desempeñandoel retículo sarcoplásmico,los ionescalcio, el ATP y la

ATP-asaactivadaporel Ca2~un papelprincipal(50,51).

En esteapartadodescribiré,en primer lugar, el mecanismofisico de la espectroscopiadel fósforo-31

y lasaplicacionesala fisiología muscular;en segundolugar, la técnicautilizada.

A.- Aplicación de la espectroscopia del P-31 con R.N.M.

1.- Bases físicas de la espectroscopia con RNM.

Desdeque Hoult et al (99), en 1974,relataranla primera espectroscopiadel fósforo con RNM en el

músculoderana,las técnicasde RI4M han sido aplicadasal estudiode diferentessistemas, variandoen

sucomplejidaddesdebacteriasy suspensionesde organismosanimales(97), hastaanimales(1,55,150)e

inclusoen humanos(55,214). Y el usoclínico de la RNM comopruebadel metabolismoorgánico“in

situ”noestá lejana(31,J39).

Durantetoda estaépocade crecimientocientifico, el músculoestriadohapermanecidocomo el sujeto

de interésmásimportante.Estaatenciónse deriva,en parte,del hechoque los metabolitosfosforilados

medidosde maneradirectapor la RiNM (ATP, PCr y Pi), estánrelacionadosde maneraíntima con la

función musculardeconvertirla energíaquímicaen mecánica.

Las aplicacionesbiológicasde la espectroscopiadel P-31 conRNM dependen,de forma importante,

de las “técnicasde pulso” (24,31,139).

Los fosfatosde altaenergía,el helio (He), el hidrógeno(H) y otros compuestos,poseenla propiedad

que al colocarlosbajoun potentecampomagnéticoabsorbenondasde radioa frecuenciasdeterminadas.

Este fenómenose conoce con el nombre de resonanciamagnéticanuclear (RNM). Después,los

fosfatosliberaránestaenergíamedianteun procesollamado derelajaciónenergética.La energíaliberada
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puedecaptarseen unaantenareceptoray con la señalconstruirunaimagende RNM (67).

Cuandoun fosfato entraen resonanciaabsorbeenergía.La frecuenciadeestaenergiadependedel valor

del campo magnéticoque en aquel momento percibael fósfato.En consecuencia,si queremosobtener

una imagenen un plano determinado,bastahacerque todos los núcleosdel plano percibanel mismo

campomagnéticoy queéstesea distinto del resto.Estose consiguemediantelos gradientesmagnéticos,

que producen variaciones lineales del campo magnéticoa lo largo de una distancia. Durante la

generación de la imagenlos gradientesmagnéticosse activan y desactivande formamuy rápida (en

mseg),constituyendolospulsosdegradiente(3 1,67,139).

Las emisiones de radiofrecuenciaque hacenentraren resonanciaa los fosfatos son de muy corta

duración(mseg)por lo que en RNM se hablade pulsosde radiofrecuencia.Las imágenespor RNM se

obtienen por secuenciasde pulsos, que consistenen programarde forma adecuadalos pulsos de

radiofrecuenciacon los pulsos degradiente(18,67).

Siendomásprecisos,el espectrose obtienea partir del F.I.D (Free InductionDecay),quees una señal

producidaporel golpeteodel voltajeoriginado en el carretedel espectrómetro,en presenciade un pulso

de radiofrecuenciaconstante(3 1,139).

El tiempo de resoluciónde un experimentocon RNM no está limitado por la proporción de la

acumulación del espectro.Sólo lo estápor el tiempoexigido parael registo de una sola FíO,unos50

ndlisegundos(66,97).

2.- Aplicaciones a la fisiología muscular

La aplicaciónmásinmediata de la espectroscopiadel fósforo 31 conRNM es ladeterminaciónde los

niveles relativos de AdenosínTrifosfato (ATP), Fosfocreatina(PCr) y el Fósforo Inorgánico (Pi)

musculares.

En lapráctica,es dificil calibrarlas áreasseñaladasen términosde concentracionesabsolutasde tejido.

En cambio,áreasrelativassemideny gradúande forma corrientemedianteconsultade análisisquímicos

del mismo tejido. Los diferentes picos se han identificado mediante la comparacióncon soluciones

patrón.En músculosestimuladoso isquémicostambiénapareceelpico de la GlucosaFosfato(31,46,47),

y algunos músculosmuestranpicos debidos a los Fosfodiésteres(ignorados con anterioridad),que

parecenserespecíficosde especiey puedenteneralgunarelacióncon lapatologíamuscular(90).
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Si las medicionesde estospocosmetabolitosfuera la única utilidad de la espectroscopiadel P-3 1 con

RNM, todavíaseriaunanuevatécnicaa evaluar,Graciasa estatécnica se puedenmedir los cambiosde

los metabolitos durante una secuencia de contracciones o durante un periodo de

isquemia(3 1,139,203).La granutilidad de la espectroscopiacon RNM es sucapacidadúnicaparaser

utilizadacomosondadel medio ambiente intracelular(139).

13.-TécnicaExperimental

El aparatoutilizado esun Bruker 250 AC, de 250 megaherziosde potencia,conunasondaQNPpara

los fosfatosde 5 mililitros y tubosde R.N.M. de 5 milímetrosde diámetro interior, conunacapacidadde

0,5 a 1 mililitro.

La preparaciónde las muestrasmusculareses igual a la descritaparaelestudioconHPLC.

Las muestrasmuscularesliofilizadasy con un pH entre7 y 8, que se hanconservadoen unacampana

de vacío a temperaturasde40C, se las diluye con 1 mililitro de aguapesada.Se disponenlos tubossobre

un carrogiratorioy se inyectala mismacantidadenel Bruker250 AC. Se mantienedurante3 horascada

espectroy se realizan2 500 acumulaciones.Unavez obtenido elespectro,se realizaunatransformación

matemáticadel mismode 6 veces,parauna mejordefinición. Parasuposteriorestudio,la figura original

se ampliade3 a6 centímetros.

En el músculo, los inetaholitosenergéticosque son detectablesmediante RNM, en cantidades

insignificantes,incluyenla adenosinatrifosfato (ATP), la fosfocreatina(PCr), los compuestosglicoliticos

fosforiladosintermedios(glucofosfatos:PME y PDE, fosfo monoy di ésteres)y losproductosdestruidos

de bajaenergía,el fosfato inorgánico(Pi). Los resultadosanalíticosadoptanla forma de un espectro,en

el cual, el áreabajo cadapico es proporcionala la cantidadde cadanúcleoparticularde fósforo-31 enel

volumende tejido quese estáexaminando.

El espectrogeneradoen cadaexploración(que se desplazapor el pH quetiene) se ha trazadocon un

ordenador,mostrandodiferentesregistrosgráficos. Los valores relativospresentesde PCr, Pi, PME y

PDE se handeterminadomediantela integracióndigitálica,por ordenador,del áreaexistentedebajode

cada pico respectivo.La medidadel ATP se hacemedianteel contaje de las áreasbajolos tres picos

quelo componen,siendoel áreabajoel pico ¡~ el másespecifico,puesen los picos ‘y y a introducen
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señaleslos picos a y f3 del adenosin difosfato (ADP) (un procedimientoindirecto para calcularla

concentraciónde NDP es cuandola relaciónpico 3/pico y del Al? estápróximaa la unidad)(31), y el

dinucleótidode adeninanicotinamida(DAN).

Los resultadosconseguidosse expresanen partespor millón (ppin) deresistenciaal campomagnético

exterioro en% del áreatotal queocupan(Fig.IS1 a 170).
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2.8. ESTUDIO DE LA CONDUCCIÓN NERVIOSA

A.- Conceptos Teóricos

Existendiversosmétodosparacontrolar la respuestacontráctil muscular. Quizásel método utilizado

con mayor frecuenciasea la evaluaciónclínica por medio de la estimulación de los nervios

periféricos(30,85,114).Si bien se trata de un procedimientosencillo, a este método le falta precisión,

porquela interpretaciónde las respuestases subjetiva(130,131).

Se puede obtener información exacta realizando mediciones de la fuerza de contracción

de ciertomúsculo(84,115,123).Esteprocedimientoproporciona información objetiva, pero el equipo

necesarioes bastantevoluminosoy difícil de utilizar a causade lo complicadode su instalacióny su

sensibilidada los movimientos(127,215).

Una buenaalternativaa la medición de la fuerza es la medición dela aceleración.Segúnla segunda

ley de Newton: la Fuerzaes la Masamultiplicada por la Aceleración (F SA x A); la aceleraciónde un

músculotieneunacorrelaciónlineal con la fuerzaejercidapor estemúsculo.Se hademostradoque existe

unabuenacorrelaciónentrelosresultadosde la acelerografiay losde la mecanomiografia(215).

El estudio de la capacidadfuncional del músculose realiza medianteun monitor de transmisión

neuromuscular(TOF-GUARD INMT). Las medicionesrealizadaspor el Tof-Guard estánbasadasen el

principio de la aceleración(215).

Esteequipose componede:

A) dosterminalesde estimulación,uno positivo,quese sitúasiempreproximalen la extremidady

otro negativo,que se sitúa a 2 ó 3 centímetrospor debajo. Son redondos,30 milímetros de

diámetro,conresortealcalinoo Ni/Cadde 9 V;

13) un termistor-sensortérmico(mideentre 160 y 41,50C);

C) un receptor-traductordela respuestamuscular(traductordeaceleración);

11) un microprocesadorque controlala potencia empleada(en miliamperios) y nos indica con

gráficasynuméricoporcentualla respuestamotora.

La potenciade salida oscila entre O y 60 mA de con-ientecontinua (constante)y regulableen 5

kohmios,monofásica, con una duraciónde200 microsegundos(anchodepulso). Su cadenciaautomática
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es cada lO segundos.Para la estimulaciónutiliza un tren de cuatro (TOF) para una contracciónde 1

segundo(215).

La colocacióncorrectade los electrodoses importante,puestoque ligeros desplazamientospodrán

llevar a cambiosconsiderablesen losrequisitos de la corriente de estimulación.Los electrodosse deben

colocar en estrecha relación con el nervio y no con el músculo, para poder obtener la máxima

estimulaciónconla mínima descargade corriente,separadospor 2 a 3 centímetrosy siempreel positivo

hade serproximal enla extremidad.Los impulsos de la estimulaciónsonmonofásicos.Un cambioen la

conexióndelos electrodospuedeproducir, a veces,un incremento considerablede la estimulación.

El ladoplanodel traductorse debecolocarsobreel músculo. El cabledel traductorse debefijar de tal

maneraque no se ejerzaningunatracciónsobreel traductor.Cuantomásalejado de los electrodosde

estimulaciónse coloquemás fuerte serála señalde aceleracióndel traductor(si es demasiadocerca o

demasiadolejosapareceerroren lapantalla)(215).

La extremidadutilizada parala medición de la aceleraciónha de mantenerseinmovilizadadurante

todo el procedimiento.Cambios de posición puedenalterar de manera considerablela altura de la

respuesta.

La resistencia de la piel consiste en la resistenciatotal del circuito estimulante,incluyendo la

resistenciade los electrodos.El estimuladordel equipo Tof-Guardes del tipo de corrienteconstante,lo

cual quiere decir que el voltaje de estimulaciónaumentaautomáticay linealmentecon la resistencia.

Mientrasel voltaje no excedael valor máximoestablecido,el estimuladorpodrásuministrarla corriente

fijada. Parauna corrientede 60 mA y un voltaje máximo de 300 V, la resistenciamáximaseráde 5

kohmios. Si la resistenciasuperael valor antedicho,aparecela señal“En 2” y separa la estimulación.

Reduciendo la corriente o un cambio en la duración del impulso hace posible continuar con la

estimulación.Una limpiezainsuficientedela piel puedeserla causade unaresistenciacutáneaexcesiva.

Una condición previa paratodas las medicionesde las respuestasdel Tof-Guard es que se haya

alcanzadounaestimulaciónsupramáximadelnervio. Para obtenerdichaestimulaciónconun mínimode

estímuloserá necesarioutilizar una reducidazonadel electrodo de estimulación,para conseguiruna

elevadadensidadde corrientey la colocacióncorrectadelos electrodosde estimulaciónenrelaciónconel

nervio (215).
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lEn los electrodos,la zonareal activadependedel pequeñodiscometálicocircular situadodebajo de la

capaadhesivay no de la superficieenteradel electrodo.Esto conducea la deseadaelevadadensidadde

corriente.Cuandose increinentala corrientede estimulación,la altura de la respuestaaumentaráhasta

un determinadonivel de corrientey, a continuación,permaneceráconstante.En estepunto, todas las

fibras nerviosas habrán quedado estimuladasy no se desarrollaráfuerza muscular adicional si se

incrementala corrientea un nivel másalto. Seha conseguidouna estimulaciónsupramáxima.

En el equipoTof-Guard,se ha seleccionadounacorrientemáximade estimulaciónde 60 mA conuna

duracióndel impulsode 200 microsegundos.

La experienciaha demostradoque,cuandola temperaturacorporal se reduceduranteuna intervención

quirúrgica, se haránecesario incrementar la corrientepara mantener dichaestimulaciónsupraniáxima

durantetoda la operación. El pacientedeberáser anestesiadoantes de que se pongaen marchael

estimulador,ya quela estimulacióneléctricapuederesultardolorosasi estáconsciente.

La respuestade control es la altura de la respuestaal comienzo de la intervención.La altura de la

respuestacontrol se halla fijada a 100%en elmodo AUTO del monitorTof(215).

A no serqueseadopteun cuidadoespecialduranteel registro,esposiblequela altura de la respuestade control

no retome a su valor original despuésde un funcionamientoprolongado.En general,esto tiene escasaimportancia,

puestoque,en la evaluación de la recuperación,se utiliza el valorTofy no el valor de la altura de la primera

respuesta.Lo interesantede las medicionesTof es la independenciadel método decualquierreferenciaa la altura

de la respuestadecontrol (215).

13.- TécnicaExperimental

En los experimentos,se han colocadolos electrodosde estimulaciónen la cara externadel muslo

derechode los conejos,sobreel nervio ciático, el positivo en susalidaa nivel de pelvis y elnegativoa 3

centímetrospor debajo.El traductorde aceleraciónse colocaen la cara anterior de la piema , sobreel

músculoextensorlargo de los dedosyio el músculotibial anterior.El sensorde temperaturase colocaen

lacara internadela piernaderecha.

Se hanpracticadomedicionestras la anestesia(basal),a las 3, 4 y 5 horas de isquemia, a los 30

minutos de la revascularizacióny a la semana de la intervención. Y se aplicaron potenciasde

estimulaciónde 10, 20, 30,40 y 50 mA conunaduraciónde 200 microsegundosparacadaestimulación,
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expresándosela respuestacontráctilen % (TablaXXI aXLIII; Fig.í’7í a 219).
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2.9. GRUPOSEXPERIMENTALES

Para esteestudioexperimentalse han empleado3 gruposde 9 animalescadauno, Tabla 1, para

poderrealizardiferentescomparaciones:

A.- Grupo A: 9 conejosperfundidosconsuerofisiológico atemperaturaambiente,200C+1- FC, durante

3, 4 y 5 horas.Paracadatiempode isquemiase hanempleado3 conejos.

B.- Grupo B: 9 conejos perfundidoscon suero fisiológico mediantela técnica de la hipotermia

intermedia(enfriamiento rápido de la extremidad,en primer lugar, con solucióna 40C +1- FC durante

60 a 90 minutosy mantenimiento, aposteriori, con sueroa 100C +1- 10C),durante3, 4 y 5 horas.Se

utilizan 3 conejosparacadaunodelos periodosde iquemia.

C.- Grupo C: 9 conejosperfundidosconsuero fisifológico frío o helado,40C +1- FC, durante3, 4 y 5

horasde isqueniia.En cadagrupode isquemiaseemplean3 conejos.

Se canulóla venafemoral y se interrumpióel flujo sanguíneo(clampage de la arteria femoral)en las

extremidadesposterioresderechasde conejos,que contienengrancantidadde tejidomuscular.

El trabajose ha realizadosiguiendolas siguientesfases:

JA) Anestesiay técnicaquirúrgica:adiestramientoy aprendizaje.

2A) Efectos de la hipotermiasobreel tiempode isquemia:estudiobioquímicoe histológico.

En principio, se definió la trayectoriahorariay el nivel de alteraciónmetabólicadel músculoen 27

extremidadestraserasisquémicasde conejosa 22, 10 y 4 gradoscentígrados.A diferenteshoras,3, 4 y 5

horas, se midieron los niveles de adenosinatrifosfato, fosfocreatina, fosfomonoésteresy el fósforo

inorgánicode los músculosmediantela espectroscopiadel fósforoconresonancianuclearmagnéticay la

cromatografialíquidade altapresión.

A continuación, se estudiaronlas alteracionesbioquimicas sanguíneasencontradascon los tres

diferentesmétodos deenfriamientoy en los trestiemposdeisquemia.

Por último, se realizó un estudió de 28 biopsiasmuscularesy 6 biopsias de nervio, paraapreciarlos

cambios histoquimicosacaecidosy para comparar los beneficios metabólicosde los tres métodos

diferentesde conservacióndemiembros.

3a) Post-operatorio: complicacionesy estudios de la funciónneuro-muscular.
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2.10. ESTADiSTICA

Todoslosdatosse expresancomolamedia-4-!- la desviaciónestandar.

Se han realizadoestudiosentregrupos,para compararvariablescuantitativas, utilizando el método

MANOVA, queconsisteen el análisis dela Varianza(testparamétrico)de medidasrepetidas,conun

factor intra-sujetosy 2 factores inter-sujetos, y la determinaciónde los ContrastesMultivariados,

valorandolarelaciónexistenteentreel momentode la medición,el tiempode isquemiay la temperatura

de perfusión(Lambda de Wilks). Una p inferior a 0,01 (pcO,OI), se considerasignificativa desdeel

punto de vista estadístico.Y se ha utilizado, también,el test de Kruskal—WaIlis (test no pararnétricoy

análogoal de la varianza,peroqueno exigetantasvariantes).
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3.1. RESULTADOS

A.- Animales utilizados

Se hanutilizado 34 conejosen total, realizándoseel experimentoen 27 de ellos (9 gruposde 3 conejos

cadauno, subdivididos en 3 gruposde sueroperfundido a 20~, 10’ y 40C, y 3 gruposcon tiempo de

isquemiade 3,4 y 5 h) y se excluyena 7 conejos, Tabla 1.

Los primeros4 conejoshan servidoparaponer a punto las distintas técnicas (quirúrgicas, químicas,

serológicas,histológicas,etc). Han sido conejosmachos,con un pesoque oscilabaentre 3,550kgr y

4,400kgr y unatemperaturaanalentre39,20C y 39,80C.En ellos se cronometraronlosdistintostiempos

quirúrgicos,comose hizo contodoslos conejos,comprobamosqueal canularla venaantesy por debajo

de laarteriateníamenosriesgos(nose inclinabatanto el trócarde la cánula de la venafemoral,evitando

superforación),se canulabay seclampabacon mayor facilidad la arteria y se facilitaba laperfusión. Se

ajustaronlas dosisde anestesianecesariasparael mantenimiento de la mismay lostiemposen losque

eraprecisosu aplicación.Se tomaronmuestrasdel músculogastrocnemiomedial derecho,parasuestudio

histológicobasal y parala preparaciónde las mezclasde disolucióndel músculoparael estudiocon

HPLC y RNM.

El conejonúmero7 se sacrificó antesde terminarelexperimentopor serpequeño,pesode 2,550kgr, y

presentarmúltiples dificultades técnicas (perforaciónde vasos),anestésicas(precisabadosisanestésicas

con unaperiodicidadinferior alos 30 minutos, condespenaresfrecuentesy quejidos),etc.

A todosestosconejosse les perfundió con sueroa 200Cy unostiemposde isquemiade 1 a 2 1/2 h.

Los conejosnumeradosconel 33 y 34 fallecierona las48 horas de la isquemia.El número33 (4,150

kgr y 39,30C)se le perfundió con sueroa 200C y alnúmero34 (3,900 kgr y 39,50C) con sueroa 40C,

durante5 h de isquemia. En ambos,las muestrasde sangrea las 5 h presentabanmuchafibrina y la

extremidadedematosa.A las24 h presentabancojeraM caminary edema de la extremidad.A. las 36 h,

secreciónblanquecinapor la nariz, taquipnea,taquicardiay somnolencia.A las 48 h fallecieron (la

extremidadtraserateníaunadiferenciade 3 cm con respectoa la toma basalen ambos).Los distintos

valores serológicosque presentabael número 33 fueron un PH basal de 7,334 y a los 30 mm de

revascularizarde 7,302;glucosa435 y 84 mgr%; urea24 y 46 mgr%; Ca>~ 14,3 y 11,4 mgr%;K~ 37 y 5
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mEq/L; GOT 26 y 82 UI/L; LDI-1 250 y 512 ¡MIL; CPK 3287 y 12220 ¡M/L, y la función neuro-muscular

entreun 10 y un 25% de la inicial. El número 34 tenía un pH de 7,353y 7,215; glucosa393 y 210

mgr%:urea31 y 59 mgr%;Ca2~ 13,4 y 10,9 mgr%;K~ 3,9 y 4,3 mEq/L; GOT 20 y 41 UIIL; LDH 195 y

401 ¡M/L; CPK 4024 y 15002UUL, y la función neuro-muscularentreun ¡O y un 30% de la basal.

Ambosconejospresentaronorina decolorrosadoal finalizar lostiemposde isquemiay al suturarlos.

La temperaturaanal de los 27 conejosexaminadososciló entre 390C y 39,90C y los pesosentre

3,150 kgr y 4,430kgr. Los diámetros de la extremidad posterior variaron entrelos 14,5 cmde muslo

y 5 cm de metatarsodel máspequeñoa los 19 cm de musloy 8 cm de metatarsoen los más grandes.En

losconejosperfundidosa 200C las diferenciasentresusdiámetrosinicial y final fueron, parael grupode

3 h de isquemia,1 cmmásparael muslo y 0,5 cmparael metatarsofinalizadala isquemia,recuperandoel

mismo tamañoa la semana;para el grupo de 4 h, 1,5 a 2 cm másparael muslo y 1 a 2 cm parael

metatarsoen dicho tiempoy 1 cm másenel muslo y 0,5 cm en el metatarsoa la semana;en el grupo de

5 h hay2 a2,5 cm másen el musloy 1 a 2cmenel metatarsoen esetiempo,siendode 1 a 1,5 cm más en

el muslo y de 0,5 a 1 cm en elmetatarsoa la semana,En los conejosperfundidosa 100C e isquemiade

3 h presentan0,5 a 1 cm másen el musloy 0,5 cm en el metatarsoen dicho momento,siendoigualesa

losbasalesa la semana;con 4 h de isquemiaaumentade 1 a 1,5 cm el musloy de 0,5 a 1 cm el metatarso

en esetiempo y de O a 1 cm másen el muslo y de O a 0,5 cm en el metatarsoa la semana;con 5 h de

isquemiase miden de 1 a 1,5 cm másen el musloy de 0,5 a 1 cm en el metatarsoen dicho tiempoy de

0,5 a 1 cm másen el musloy de O a 0,5 cm en el metatarsoa la semana.Con perfusióna40C e isquemia

de 3 h miden 1 a 1,5 cm másel musloy 0,5 a 1 cm el metatarsoen esetiempo y de 0,5 cm a 1 cm másen

el muslo y de0,5 a 1 cm másen el metatarsoa la semana;con 4 horasde isquemiapresentan1,5 cm más

en el musloy de 0,5 a 1,5 cm en elmetatarsoen ese tiempoy de 0,5 a 1,5cmmásenel musloy de 0,5 a

1,5 cmen el metatarsoala semana;con isquemiade 5 h hay de 1,5 a 2 cm másenel musloy 1 cm en el

metatarsoen esetiempoy 1 cmmásenel musloy 0,5 cmen el metatarsoalasemana.
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TABLA -1: NÚMERO DE CONEJOS UTILIZADOS

Tiempo (h)

Temperatura 0C (+1- 10 C) LII

200C lOT 40C LII

3h
4h
SI>

CS, C6,Cl6 C12,C14,C20 C17,C19,C21¡
CS,CIO,CIl C13,C15,C23 C18,C22,C24
C9,C25,C29 C26,C28,C30 C27,C31,C31

Cm Númerode conejoutilizado.

Total conejos: 34.
Exclusiones:7 Mejora de la técnica:4 (conejos1, 2, 3 y 4).

Muertes: lntraoperatoria:1 (conejo7).
Postoperatoria(48 h.): 2 (conejos 33 y 34).

Conejos 1,2,3,4 y 7: Isquemia inferior a3 Ii..
Conejos 33 y 34: Isquemia de5 h..
Conejos1,2,3,4,7 y 33: Perfusiónconsueroa 200C.
Conejo 34: Perfusióncon suero a 40C.
Conejo7: Sacrificiopor imposibilidad técnica,al serde un tamañoy pesopequeños.
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13.- Determinacionesdelaboratorio

1 .- Hematología

Losvaloresobtenidosson similaresa los descritospor otros autores(224>.

Los resultadosdel hemogramaaquí expuestosson los valoresmediosde todos los conejosque se han

utilizado. Susvaloresson:

Hemograma:6,25 -4-/- 1,5 Mifl.Hemat.

13,4 4-!- 2,7 gr0/o lib.

41,8 -‘-1- 8,6 ~/o Hto.

64,1 -4-!- 6,1 fI VCM.

20,0 4-!- 2,2 pg 11CM.

1,2 ±1-1,2 gr% CHCM,

3560 -~-/- 800 Leucocitos: 1 a 3 % Neutrófilos.

50 a70% Linfocitos.

30 a48% Monocitos.

O a 2 % Posinófilos.

2 a 8 % Basófilos.

397 000 +1- 140000 Plaquetas.

5,1 +/- 1,1 fI VPM.

En 10 conejosse handeterminadolasproteinasy el proteinograma,siendosusvalores:

Proteinas:5,4 -i-/- 0,6 gr% : 63 a 75 % Albúmina.

Sal %A-l.

13a17%A-2.

4a5 %a

La relaciónAlbúmina/Globulinasesde 2,4 a 3,1.
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2.- aH

El pH oscila entre 7,319y 7,466 en estadobasal,siendosu mediade 7,378 4/- 0,007. La mediade

todas lasmedicioneses de 7,305+1- 0,004, siendoel pH mediototal a 40C de 7,297,el de l0’C de 7,311

y el de 200Cde7,3054/- 0,007, TablaU, Fig.24.

Con isquemiasde 3 horas, se apreciaun descensodel mismo al final de dicho periodo,siendomás

acusadoen los conejosperfundidoscon sueroa 200C,desde7,358+/-0,25 a 7,240+1- 0,14, Fig.14,19y

20, y sueroa 40C, de 7,379+/- 0,15 a 7,267 +/- 0,24, Fig.16,17y 20, queen los conejosperfiindidos a

lOt, de 7,345 4/- 0,25 a 7,273-4-!- 0,30, Pig.15,I8y 20. Trasla revascularización,la recuperacióndel pH

esmenor en los conejoscon isquemiaa 200C (7,274 4/- 0,35) y 400 (7,285 4/- 0,23) y mejor en los

perfundidoscon solucionesa lOt (7,297 +/- 0,17), Fig.20. En todoslos conejosse recuperóel ph, de

maneraaproximada,al cabode 1 semana,7,391 +/- 0,45 con 2000; 7,356 +1- 0,50 con 100C; 7337 -4-/-

0,30 con 4’C, Fig.20. Cuandoel tiempo de isquemiaes de 4 horas los descensosdel pH son más

acusados,aunquesimilares,con lostrestipos deperfusión,de 7,425a 7,223 4/- 0,17 con20~C, Fig.14,19

y 21; de 7,4124/- 0,58 a 7,220-4-/- 0,15 con1000, Fig.15,18y 21; de 7,371 -1-1- 0,43 a 7,238 4/- 0,36 con

40C, Fíg.l6,17y 21, perosurecuperaciónal cabode 1 semanaes mejorcon perfusióna 1000 (7,418 4/-

0,39) y a 400 (7,408 +1- 0,24)quea 200C (7,357 4/- 0,24), Fig.21. La isquemiade 5 horasproduce los

mayoresdescensosdel pH, másintensoscon suerofrío-helado,a 400, de 7,3694/- 0,47 a 7,141 +1- 0,27,

Fig.16,17y 22; menordisminución con sueroa20”C, de 7,3754/- 0,18 a 7,2034/- 0,32, Fig.14,19y 22,

y el menordescensoes con perfusióna 1000, de 7,370 +1- 0,51 a 7,206 4/- 0,88, Fig.í5,í8y 22. Su

recuperacióna la semanaes mejorcon perfusióna 100C,7,365 4/- 0,21, menor con sueroa 20~C, 7,348

4/- 0,25, y muchomenor con sueroa400, 7,301 -1-!- 0,25, Fig.22.

Las medias del pH, tomadaspor tiempos de isquemiay por temperaturasde perfusión, quedan

reflejadasen las Fig.23 y 24.

Considerandosólo los tiemposde isquemia,apreciamoscomo la isquemiade 3 horaspresentauna

mejor recuperación,convaloresbasalesy ala semanasuperpuestos,conuna menorrecuperacióna las 4

horasdeisquemiay lapeorrecuperaciónes con isquemiasde 5 horas,Fig.23.
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Si sólo consideramosla temperaturade perfusión, apreciamoscomo con sueroa lO0C se producen

menoresdescensosdel pH en todas las medicionesy una mejorrecuperacióna la semana,conunacifra

superiora la basal,y disminucionesde las cifras del pH mayorescon perfusióna 40C y 200C, que se

comportande manerasimilar, Fig.24.

En el análisis de la varianzay en el test de Kruskal-Wallis el descensodel pH está ligado másal

tiempo transcurrido,siendomuy significativo (p<O,OOI), que a la temperatura(p’CO,4), Tabla III y

IV. En el análisisde los contrastesmultivariados,relación del momento de la medida,el tiempo de

isquemiatranscurridoy la temperaturadeperfusiónen conjunto,es muy significativo (p<U,0O7) desdeel

punto de vistaestadístico.
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TABLA - II: pH EN FUNCIÓN DEL TIEMPO Y LA
TEMPERATURA

pH
Tiempo~ 200C - 100C 4C

3k

3k

3k

Basal
3hlSQ

30’ REY
1 SEMANA

Basal

3h ISQ
30’REV

ISEMANA

C5

7,328

7,224

7,233

7,351

C6
7,373

7,253

7,295

7,440

Ch

7,352

7,301

7,306

7,342

CH
7,3 19

7,240

7,277

7,3 14

C17

7,396

7,245

7,275

7,309

C19
7,365

7,294

7,312

7,332

Basal
3k ISQ

30 REY
¡ SEMANA

C16
7,3 72
7,244
7,295
7,381

7,364
7,278
7,309
7,412

(721
7,3 75
7,262
7,269
7,369

4k

4k

4k

Basal
4hISQ

36’ RIN

1 SEMANA

Basal
.*II!SQ

io’ RE~
1 SEMANA

Basal
Ah ¡SQ

30’ REy
1 SEMANA

CS

7,406

7,212

7,254

7,329

(710

7,428

7,215

7,236

7,372

CII

7,4-41

7,243

7,250

7,369

(713

7,466

7,205

7,248

7,407

(715

7,349

7,236

7,294

7,386

(723

7,420

7,218

7,219

7,462

(718

7,420

7,241

7,261

7,381

(722

7,341

7,200

7,192

7,428

(724

7,35!

7,273

7,301

7,414

5k

SN

5k

Basal

5hISQ
3O’REV

¡SEMANA

(79

7,385

7,194

7,217

7,338

(726

7,427

7,116

7,149

7,390

(727

7,422

7,166

7,246

7,281

(731

7,330

7,112

7,213

7,292

(732

7,355

7,144

7,211

7,330

Basal
ShlSQ

30’ REy
1 SEMANA

(725

7,353

7,177

7,213

7,328

(728

7,358

7,292

7,295

7,351

Basal
5klSQ

30’REV
¡ SEMANA

(729

7,386

7,239

7,228

7,377

(730

7,326

7,210

7,217

7,353

ISQ: Isquemia; REY: Revsset¡Lsvindó,,.
Cn: Número de conejo utilizado.
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TABLA - III: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida

Suma de
cuadrados Media

Fuente .j!22j1L, •,,g~,,,,, cuadrática E ~
PH 493 3 164 141,455 000
PH *
TIEMPO 3,141E-02 6 5,234E-03 4,502 001

Parámetro
de no

centralidad
Potencia

observada8
424,365

27010

1,000

975
PH * TPI 3,665E-03 6 6,108E-04 .525 787 3152 194
PH *
TIEMPO 2,366E-02 12 1,972E-03 1,696 094 20,352 .789
* TP1
Error<PH> jg~~-0~, 54 jj,~f -03

a. Calculado con alta = 05

TABLA — IV: Pruebasde las efectosinter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio

Suma de
cuadrados Med¡a

Fuente tipo III jQ cuadrátca F
lntercept 1440,637 1 1440,637 311190,762 .000

Parámetro
de no

centralidad
Potencia

observadt
3111947,762 1,000

TIEMPO 9,296E-03 2 4,648E-03 10,040 001 20,080 965
IPí 8,701E-04 2 4,350E-04 940 409 1,880 187
TIEMPO 1,199E-03 4 2,997E-04 647 636
*1-Pl
Error 8,333E-03 j~, j9~-0j.

2,590 173

a. Calculado con alfa = 05
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3.- Serología

Cuandose someteal animal a una perfusióna 200C se observauna disminuciónde todoslos valores

serológicos,másacusadoscuantomayorseael tiempo de isquemia, Tabla V. La perfusióncon sueroa

100Cproducelos menoresdescensosy unamejorcapacidadde recuperaciónenlas diferentesmediciones,

muy manifiestoen surelaciónbasaly a la semanade la isquemia, TablaVI. La perfusión con sueroa

40Cpresentaunascifras de serologíasimilaresa la perfusióna 200C,aunqueen ocasionesse comportan

de manerainversa,TablaVII.

La GLUCOSA basaloscila entre 473 y 237 mgt/o, conun valor medio basalde 371,25 +1- 12,95

mgrVo. La mediatotal es de251,364/- 7,14 mgr%,conunosvaloresmediostotalesparala perfusión con

sueroa 40C de248,75mgr%,de 247,22mr/o a 100Cyde 257,944/- 12,37 con sueroa 200C,Fig.41.

La isquemiade 3 horasy perfusióna 200Cproduceun descensode glucosadesde438,334/- 8,5 hasta

212,664/- 92,08mgr%, Fig.25,36 y 37. Con sueroa l0”C hay tambiénuna disminución,desde327,33

4/- 127,35 hasta196,66 4/- 26,38mgr%, Fig.28,35 y 3>7. Con sueroa 40C hayuna mayorcaída,desde

392 4/- 36,59hasta179 +/- 79,07mgr%, Fig.31, 34 y 37. La recuperaciónal cabode una semanatras

perfundir con sueroa 200C es mejor, 335,404/- 40,79mgr%,que la perfusión con sueroa 100C,264

4/- 69,07mgr%,y que con sueroa40C, 251,334-/- 13,5 mgr%,Fig.37.En la isquemiade 4horashay un

mayor descenso,con perfusióna 200Ces desde339,664/- 20,42 hasta125 4/- 19,97mr/o, F¡g.26,36 y

38. Con sueroa 100Cdisminuyedesde 380,33+1- 92,77hasta146 4/- 26,66rngr%, Fig.29,35 y 38. El

mayor descensose producecon suerosa 40C, desde400,66 4/- 14,18 hasta130,33 4/- 27,39mr/o.

Fig.32,34 y 38. Al cabodeunasemanala recuperaciónes menoral perfundir con sueroa 200C, 235,33

4/- 50,02mgr%,que consueroa 40C, 247 4/- 64,21,y la mejores con sueroa 100C, 257 4/- 37 mgr%,

Fig.38. Con isquemiasde 5 horasy perfusióna 200C hay un menor descensode la glucosa,desde

369,664/- 75,03 hasta 165,66 4/- 34,99 mgff/o, Fig.27, 36 y 39, semejantea la perfusióncon sueroa

100C,desde333 +/- 81,18 hasta128,33 mgr”/o, Fig.30,35 y 39. Con suerosa 40C se produceel mayor

descenso,desde360,334/- 41,05 hasta135,66 4/- 11,01 mgr%,Fig.33, 34 y 39. A la semana,la peor

recuperaciónse produceal perfundir con sueroa 200C,209,664/- 32,57,mejor recuperacióncon suero

a 40C, 274,664/- 14,57, y la mayor recuperaciónse observacon la perfusióna 100C, 282 4/- 54,02
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mgr%,Eig.39.

Las medias de la glucosa, tomadaspor tiempos de isquemiay por temperaturasde perfusión,se

reflejanen las Fig.40y 41.

Teniendoen cuentasólo el tiempode isquerniaobservamosquea las 3 horasse producenlos menores

descensosde la glucosay unamejor recuperacióna la semana,seguidode tiemposde isquemiade5

horas,siendola isquemiade 4 horas la que presentamayoresdescensosy una menor recuperacióna la

semana,Fig.46.

Si es conrespectoa la temperaturadeperfusión,apreciamosqueel sueroa 10%? presentalas menores

disminucionesde laglucosaen todaslas mediciones,exceptoen la basalque es inferior, y a la semana

de la isquemiase recuperamejor. La perfusión con sueroa 4%? y 2000,que se comportande manera

similar, presentan cifras basalessuperiores, pero mayores descensosa posteriori y una menor

recuperacióna la semana,Fig.41.

En el análisis de la varianzay de Kruskal-Wallis las alteracionesen la medición dela glucosaestán

influidas máspor el momento en que se realiza la medición,siendomuy significativo (p’CO,OOl), y el

tiempo de isquemia, siendo significativo (p<04P5),quepor la temperatura, Tabla VIII y IX. La

determinaciónde los contrastesmultivariadospresentaun nivel estadísticosignificativo (p<O,Ol).

Lasmediciones de la UREA basal han osciladoentre45 y 24 mgr%,conun valor medio basalde

31,33 4-!- 0,98 mgt/o. La mediatotal es de 30,33+1- 0,95 mgr%, conunosvaloresmediostotalesparala

perfusión con sueroa 4~Cde28,94mgr%, con sueroa 100Cde 30,08y con sueroa 2000 de 31,974/-

1,64 nlgr0/o, Fig.49.

La isquerniade 3 horasa 20%?produceun descensode la ureadesde35 +/- 7,81 hasta29,664/- 9,50

mr/o, Fig.44 y 45. Con sueroa 10%? desciendedesdelos 30,33 4/- 4,93 hasta24,334/- 4,61 mgr%,

Fig.43 y 45. Con sueroa QC se producenlos mayoresdescensos,desde28,664/- 3,05 hasta17,33 4/-

2,08 mgr%,Fíg.42y 45. A los 30 minutos de la reperfusiónse produceun ascensogeneralizadode las

cifras de urea, 39,33 4/- 10,26mgr%con suero a 20%?, 31,66 4/- 4,5 mgr% con perfusióna 10%? y

27,33 4/- 3,51 mgt/o con sueroa400, Fig.45. A la semanade la isquemialos valoresde la ureaestán

muypróximosa los valoresbasales,33,664/- 10,4 mgr% con sueroa 2000, 32 +1- 4,58 mr/o con suero

a l0~Cy 25,334/- 2,88 mgr%con sueroa4%?, F¡g.45.Con tiemposde isquemiade4horasy perfusión
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a 20~0se produceun descensode la ureadesde29,664/- 5,5 hasta22,33 4/- 5,5 mgr%,Fig.44 y 46. Con

sueroa 1000 decaedesde30,664/- 2,51 hasta22,33 4/- 2,3 nigr%, Eig.43 y 46. Y la perfusión con suero

a 40C produceel mayor descenso,desde32,664/- 4,16hasta~8+/- 1,73 mgr%, FigÁZ y 46. A los 30

minutos de la revascularizaciónse produceun ascensode todos los valores de la urea,27,33 ±1-5,03

mgr% con sueroa 200C,29 4/- 4 mgt/o con sueroa 1000 y 25,66 4/- 2,3 mgr% con sueroa 40C,

Fig.46. A las 5 horasdeisquemiay perfusióna 200C la ureadesciendedesdelos 29,66+/- 4,04hastalos

26,33 4/- 4,93 mgr%, Fig.44 y 47. Con sueroa 1000 desciendedesde36 4/- 7,81 hasta25,33 4/- 8,73

mgr%,F¡g.43y 47. Con sueroa 4%? decaedesdelos 29,33+/- 3,05 hasta26 4/- 1,73mgrVo, Eig.42 y 47.

A los 30 minutos de la revascularización la perfusión con sueroa 2000 presentaunos valores

próximosa los basales,33,33 4/- 6,42 mt/o, con un aumento similar delos valoresal perfundir con

sueroa 1000, 40,67+/- 8,96 mgr0/o, y con sueroa 400, 38,33 4/- 1,52 mgr%, Fig.47. A la semana,la

ureapresentasus máximaselevaciones,superioresa las cifras basales,al perfundircon suerosa 2000,

41,33 4/- 7,02 mgr%, y aúnmayoresal utilizar sueroa 400 474/- 3,46 ¡ngt/o, obteniéndosevalores

próximosalos basales(levedescenso)al perfundir con sueroa 100C,30 4/- 9,53 nigr%, Fig.47.

Lasmedias de la urea,tomadaspor tiemposde isquemiay por temperaturasde perfusión, hansido

recogidasen lasFig.48y 49.

Con tiemposde isquemiade 3 horasla ureapresentaunascifras basalesy a la semanamuy parecidas,

inclusoalgomenoresa la semana,aunquealos 30 minutosde revascularizaciónpresentócifras algomás

elevadas;en la isquemiade 4 horas,se observauna disminuciónde los valoresa los 30 minutos de la

revascularizaciónpero a la semanapresentavalorespróximosa los basales,algo máselevados;con 5

horasde isquemiaseproduceunaelevaciónde losvalorespostrevascularizaciónqueperduraa lasemana,

Fig.48.

La perfusión con sueroa 1000 presentaunaelevación de la ureapostrevascularizaciónsuperiora la

cifra basal,pero a la semanaestosvalores son inferiores a dicha cifra inicial, indicativos de una mejor

recuperaciónquecon los otros tipos de suero. La perfusión con suerosa 400 y 2000 presentanun

comportamiento muy parecido.El sueroa 2O~C producemenoresdescensosde la ureadurantela

isquemiay el sueroa 400 manifiestalosmayoresdescensos.Al revascularizar,en ambosse eleva laurea,

quepersistea lasemana(menos,con sueroa 400),convaloressuperioresal sueroa 1000,Fig.49.
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En el análisis de la varianzay de Kruskal-Wallis las variacionesde los valores de la ureason muy

significativas(p’C0,0Ol)dependiendodel momento de la medición,del tiempo de la isquemiay de la

temperaturade perfusiónen conjunto. Similar a la determinaciónde los contrastesmultivariados.De

maneraaislada,es muy significativo(p<O,UOl) dependiendodel momento de la medición,Tabla X y

XI.

El CALCIO basal oscilaentre 14,85 y 12,04mgr%,conunamediabasaltotal de 13,82+!- 0,15 mgr%

El valormedio total es de 11,73 +/- 0,16 nigt/o, y parala perfusióna400 es de 11,71 rngr%, con suero

a 1000es de 11,37 mgr% y con sueroa200Ces de 12,11 4k 0,28 mgr%,Fig.57.

La isquemia de 3 horasa 2000 produceun descensodel calcio desde13,24 4/- 1,18 hasta8,73 +/-

2,92 mgr%, con un ascensoa los 30 minutos dela revascularización,basta11,494k 2 mgr%, Fig.52 y

53. Con sueroa 1000 hayuna disminucióndesde 13,22 4/- 1,39 hasta10,18 4/- 1,26 mgt/o y ascenso

a los 30 minutos de la revascularización,11,69 4/- 2,05 mgt’/o, Fig.51 y 53. Con perfusióna 4~C hay

un descensomuy importanteen las cifras del calcio, desde 14,364/- 0,23 hasta6,9 4/- 0,87 mgt/o y

elevaciónposterior, a los 30 minutos de la revascularización,hasta11,8 4/- 1,03 mgt/o, Eig.50 y 53. A

la semana,con sueroa 20~C se observancifras de 13,27 4/- 1,62 mgr’Yo, con sueroa 1000 presenta

12,94 4/- 1,37 mgrVo, en amboscasosson cifras próximas a las basales,y con suero a 400 hay

unamenor recuperación,13,36 4/- 0,37 mgr%, Fig.53. La isquemiadc 4 horasy perfusión a 2000

produceun descensodel calcio desde13,78 4/- 1,17 hasta8,13 4/- 0,58 mgr% y ascensohasta 11,9 -f-k

0,87 mg% a los 30 minutos de la revascularización,Fig.52 y 54. Con sueroa 1000 hay una

disminución desde 14,06 hasta 7,23 4/- 0,4 mgr%, con elevación a los 30 minutos de la

revascularizaciónhasta11,2 4/- 0,78 mgr%, Fig.5l y 54. Con perfusióna 4~C se producenoscilaciones

similaresa las anteriores,con una disminucióndesde 14,03 4/- 0,66 hasta7,33 4k 0,56 mgr% y un

ascensoa los 30 minutosde la revascularizaciónhasta11,654/- 0,68 mgr%,Fig.5Oy 54. A la semana,la

perfusióncon sueroa 2000 presentaunascifras de 15,39 4/- 0,78 mgr0/o, cifras muy superioresa las

basales;con sueroa 1000 hayun ascensohasta13,36 4/- 0,5 mgr%, inferior a labasal,y con sueroa

400 hayuna elevaciónhasta14,434k 0,5 mgr%,superior a la basal , pero ambasestánpróximasa las

cifras iniciales del calcio, Fig.54. Con tiemposde isquemiade 5 horasy perfusióna 2000 hay un

descenso,menorque conel resto de los sueros,desde1465 4k 0,5 hasta10,064/- 0,25 mgr% y una
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recuperacióna los 30 minutos de la revascularizaciónhasta11,47±/-0,65 mgr%, Fig.52 y 55. Con

sueroa 100C hay unacaida muy superioral resto,desde 13,13 4/- 0,3 hasta6,46 4/- 0,2 mgt/o, con

elevaciónposterior, superioral resto de las perfusiones,a 10,1 +/- 0,95 mt/o a los 30 minutos de la

revascularización,Fig.51 y 55. Con sueroa4%? hayunacaida importanteen las cifras del calcio,pero

menorque la anterior,desde13,94/-0,2 hasta8,66 4/- 0,5 mt/o, con elevaciónalos 30 minutos dela

revascularizaciónhasta10,47 4/- 0,8 mgt/o, Fig.50 y 55. A la semana,la perfusióncon suero a 2O~C

presentaunascifras de 13,19+/- 0,79 mgr’Yo, muypor debajodel valor basal; la perfusión con sueroa

1000 presentaunos valores de 12,86 4/- 0,35 mgrVo, por debajo pero próxima al valor basal, y la

perfusión con sueroa 400presenta unas cifras de 13,7 4k0,17 mgr%,por debajopero cercanaal valor

basal,Fig.55.

Lasmediasdel calcio, tomadaspor tiemposde isquemiay por temperaturasdelos suerosperfiundidos,

se expresanen las Fíg.56y 57.

Con tiempos de isquemiade3 y 5 horaslos valoresdel calcio a la semanasoninferiores a los basales,

con mayor descensoa las 5 horas,pero la isquemiade 4 horaspresentaelevaciónde sus cifras a la

semana,Fig.56.

Con perfusión a 1 00C no se han encontradoelevacionesdel calcio porencima de los valores

basales,en las medicionesrealizadasa la semanadel experimento,con ninguno de los tres tiemposde

isquemia,Fig.51. Con sueros 400, sólo presentaa la semanaunascifras superiores a las basalescon

tiemposde 4 horasde isquemia,Fig.5O.Con perfusióna 2000,a la semanaobservamoscifras superiores

a las basalesdespuésde 3 y 4 horas,eneste momento muysuperiores,de isquemia,con cifras inferiores

tras 5 horasde isquemia, Fig.52.Tomadastodas las medicionespor gruposde perfusión,las cifras de

calcio al cabode unasemanaestánpróximas alas basales,F¡g.57.

Medianteel análisisestadisticoobservamosquehayun nivel muy significativo(pCO,OO1)conrespecto

al tiempo, siendo significativo (p<O,02) en relación a la temperaturade perfusióny un nivel muy

significativo (p<O,OOl) si se tiene en cuentael momentode la medición, el tiempo de isquemiay la

temperaturadeperfusión, Tabla XII y XIII.

El POTASIO basal oscilaentre 5,35 y 3,4 mEq/L, con unamediabasaltotal de 3,99 4/- 0,86niEq/L.

El valor total medioesde 3,88 4/- 0,13 mEq/L, y parala perfusióncon sueroa400 es de 3,79 mEq/L,
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con sueroa 1000 de 3,88 mEq/L y con perfusióna 20~C de3,96 4/- 0,22 mEq/L, Fig.65.

Los periodos de 3 horas de isquemiay perfusióna 2000 producenun descensodesde3,86 4/- 0,35

hasta3,03 4/- 0,65 mEq/L, con una elevacióna los 30 minutos de la revascularización,3,65 4k 0,38

mEq/L, F¡g.6Oy 61. Con sueroa 1000 hayunaelevaciónde lascifras, desde4,31 +/- 0,91 hasta5,44

4/- 0,47 mEq/L, con descensoa los30 minutos de la revascularización,4,01 +/- 0,83 mEq/L, Fig.59y

61. Con perfusión a 400 hay un grandescensodel potasio,desde4,03 4/- 0,3 hasta2,83 +1- 0,3 mEq/L y

un importanteascensoa los 30 minutos de la revascularización,4,23 4/- 0,3 rnEq/L, Pig.58y 61. A la

semanadel experimento,las cifras estáncercanasa las basales,teniendounosvaloresparala perfusión

con sueroa 2000 de 4,03 +/- 0,88 mEq/L, para sueroa 1000 de4,45 4/- 0,95nffq/L y para sueroa 400

de 4,06 4/- 0,57 mEq/L, Fig.61. Con 4 horasde isquemiaa 200C hayun descensodesde3,85 4/- 0,32

hasta 3,2 4/- 0,34 mEq/L, elevándosealos 30 minutos de la revascularización,3,96 +/- 0,33 mEq/L,

Fig.60 y 62. Con sueroa 1000 y 400hay una disminución importante de los valoresdel K4, siendomás

acusadacon sueroa 400, y una recuperaciónpostrevascularizaciónsimilar. Parael sueroa 1000 hay

un descensodesde 3,88 4/- 0,43 hasta2,6 4/- 0,17 mEq/L, con elevación hasta 3,7 4/- 0,2 mEq/L

posterior,Fig.59y 62. Parasueroa 40C hay una caidadesde4,06 4/- 0,3 hasta2,6 -4-!- 0,17 mEq/L y

posterior aumento hasta3,67 4/- 0,11 mEq/L. Fig.58 y 62. A la semana,los tres tipos de perfusión

presentanvaloressuperioresalos basales,parael sueroa 2000 de 4,48 4/- 0,88 mEq/L, el sueroa 10~0

de 4,15 4/- 0,31 mEq/L y con sueroa 400 de 4,26 4/- 0,11 mEq/L, Fig.62. Con tiemposde isquemiade

5 horasy 2000 de perfusiónhay los mayoresdescensosdel K~, desde4,23 4/- 0,49 hasta3,23 4/- 0,35

mEq/L, y las cifras máselevadasa los 30 minutos dela revascularización,5,65 4/- 0,3 mEq/L, Fig.60 y

63. Con sueroa 1000 y 400 hay menores descensosy unasrecuperacionespostrevascularización

cercanasa los valoresbasales.Con suero a 1000 hay un descensodesde3,63 4/- 0,32 hasta2,83 4/-

0,35 mEq/L y elevaciónposteriora 3,63 4k 0,45 mEq/L, Fig.59y 63. Con sueroa400 desciendedesde

4,1 +/- 0,1 basta3,3 +1- 0,2 mEq/L y ascensoposteriorhasta 4,1 +1- 0,17 mEq/t, Fig.58 y 63. A la

semana,todoslos valoresdel K4 son superioresa los basales,concifras mayoresparala perfusióncon

sueroa 2000,4,394k 0,27 mEq/L, y sueroa 400, 4,264/-0,57 mEq/L, que para sueroa 1000, 3,9 4/-

0,1 mEq/L, Fig.63.

Lasmediasdel potasio,tomadasportiemposde isquemiay portemperaturasdepefusión,se hallanen
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las Fig.64y 65.

Todos los conejos presentaronelevacionesdel potasio, con respectoal valor basal,a la semanadel

experimento.La perfusióncon sueroa 1000 produceun ascensoimportantedel V a las 3 horas,

superioral de los otrosmétodosde perftisión,paraluego presentarlas menoreselevacionesy unamejor

recuperacióna la semana,Fig.59,61,62y 63. La perfusióncon 40C y 2000 tienenun comportamiento

similar, conun mayor descensodel K~ alas 3 horasde isquemia con sueroa4%?, ascensosposterioresal

revascularizar y mayores elevacionesa las 4 y 5 horas de isquemia, más manifiesto con suero a 2000.

A la semana,permanecenelevados,conmenorrecuperaciónque al perfundir con sueroa 1000, y algo

máselevadopara el sueroa 2000,Ftg..58,60,61,62y 63. Tomadastodas las medicionespor tiemposde

isquemia,apreciamosun mayorascensodel potasiocontiemposde 4 horasde isquenia,estandomenos

elevadocontiempos de 3 y 5 horasde isquemia,Fíg.64. Si las medicionessonporgruposde perfusión,

se apreciaunamenorelevacióncon sueroa 10%?,algomáselevado con sueroa 4~C, peroconvalores

cercanosal anterior,y mayor elevaciónal pefundir con sueroa 200C, perotodasestánpróximasa las

cifrasbasales,Fig.65.

Mediantecl análisis estadísticose observaque las variacionesdel potasiosólo estáninfluidas por el

momento de la medición,siendomuy significativo (pCO,OOI), sin influir el tiempo de isquemiani la

temperaturadeperfusión, Tabla XIV y XV.
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TABLA - ~/: SEROLOGÍA (VALORES OBTENIDOS A UNA
TEMPERATURA DE 20<> C,+I-1<> C)

Tiempo

=
3b

3h

Mi

SEROLOGiA
Glucosa Urea Creatinlíta Ca2 iC GOT LDH CPK
mg% nig% mg”/e mg% ¡nEqIL UI/L UIIL UIIL

CS Basal

3JISQ
30 REY

1 SEMANA

438 40 12,04 3,46 43 271 4377

159 30 6,77 2,31 27 307 7760
219 42 10,16 3,46 56 350 9600
330 42 12,01 3,96 32 261 3360

C6 Basal
3IIISQ

30> REY
1 SEMANA

06 Basal
3hISQ
30’ REY

ISEMANA

430 26 13,30 4,12 19 334 5725

160 20 7,34 3,59 18 332 6033
220 28 10,53 4,09 43 381 9190

298 22 12,71 4,13 36 579 4775
447 39 14,40 4,00 20 168 3319

319 39 12,10 3,20 22 203 4510
385 48 13,80 3,40 38 308 7788

379 37 15,10 4,00 29 198 5444

4h

4h

4h

C8 Basal
4IiISQ
30 REY

ISEMANA

325 30 14,85 4,13 ¡4 158 1746
120 26 7,55 3,50 36 218 5163
197 32 12,90 3,97 51 312 7450
227 35 14,90 4,51 32 402 2550

CíO Basal
4hISQ
30’ REY

1 SEMANA
Cii Basal

4h ISQ
30’REV

iSEMANA

363 24 ¡3,96 3,50 15 237 3775
108 16 8,14 2,83 32 351 17300

158 22 11,50 3,63 62 579 19970

289 39 14,98 4,55 38 655 4775
331 35 12,53 3,92 25 208 3645
147 25 8,71 3,29 27 160 4245
186 28 11,30 4,30 39 236 5510

190 34 16,29 4,38 23 169 1835

Sh

5h

Sh

C9 Basal
S1IISQ

30’ REY
1 SEMANA

C25 Basal
5h1SQ

30’REV

1 SEMANA

392 32 14,65 4,80 18 243 4044
138 32 10.30 3,60 77 369 9322
183 36 10,72 3.75 90 409 12848
195 42 12,29 4,08 10 89 1505
431 32 1,2 14,60 4,00 31 292 5285
154 24 0,4 10,10 2,90 61 387 9555
184 38 0,4 11,80 4,12 103 400 14330

247 48 1,1 13,80 4,60 14 125 2286
286 25 1,3 14,70 3,90 19 232 2645
205 23 0,9 9,80 3,20 32 287 9030
259 26 1,2 11,90 4,10 57 364 12990
187 34 1,2 13,50 4,50 13 107 940

C29 Basal
Sh ISQ

3WREV
1 SEMANA

1SQ: Isquemia; REY: Revaseularizacién.

Cn: Número de conejo utilizado.

102





Rev¡,liatlos

TABLA - VI: SEROLOGÍA (VALORES OBTENIDOS A UNA
TEMPERAItIRA DE 10<> C, ~-i- i <>C)

Tiempo

SEROLOGIA
Glucosa Urea Creatinina Ca2~ Kl GOT LDH CPK

mg% mg% zng% nig% mEqfL UIIL UI/L UI/L3h

3h

3h

BasalC12
3bISQ

30’ REy

ISEMANA
C14 Basal

3hISQ

30’REV

1 SEMANA
00 Basal

3hISQ
30’REV

¡ SEMANA

237 2>7 11,62 5,35 28 181 1728

184 19 9,15 3,93 25 205 2686

194 32 10,63 4,43 44 301 5703

203 27 11,36 5,55 26 154 1981

272 36 14,14 3,60 21 191 1728

227 27 11,60 2,50 21 211 2686

237 37 14,06 3,30 34 274 4017

250 33 13,86 3,80 21 175 1963

473 38 1,6 13,90 4,00 20 246 4142

179 27 0,7 9,80 2,90 19 238 7920

202 36 1,1 10,40 3,80 35 313 12205

339 36 1,2 13,60 4,00 17 215 3543

4h

4h

4h

C13 Basal

4IiISQ
30’IlEV

1 SEMANA
C15 Basal

4hISQ

30’REV
ISEMANA

C23 Basal
4hISQ
30’IlEV

¡SEMANA

463 31 13,70 4,36 17 109 2936

167 25 7,60 2,50 17 ¡24 4411
257 33 11,70 3,70 27 180 7890

294 30 12,90 3,87 16 108 2668
398 33 14,70 3,80 14 122 1799
155 21 6,80 2,50 13 135 4580

214 29 11,60 3,50 25 234 7330
257 29 13,90 4,50 11 112 1550

280 28 1,0 13,80 3,50 15 206 3051
116 21 0,4 7,30 2,80 13 226 4858
152 25 0,7 10,30 3,90 23 314 8470
220 27 1,1 13,30 4,10 12 175 2745

SRi

5h

SRi

C26 Basal
ShISQ

30’REN’

1 SEMANA

314 31 1,7 13,40 3,50 19 240 4236
107 18 0,5 6,20 3,20 36 359 8243
242 35 1,3 9,00 4,10 49 433 12415

284 29 1,3 12,90 4,00 lB 228 3465
422 32 1,8 12,80 4,00 18 183 3541
150 23 0,7 6,60 2,80 27 264 5167

260 36 1,5 10,70 3,60 36 403 12325
335 21 1,8 12,50 3,90 20 172 3145

C28 Basal
5hISQ

30’ REy
1 SEMANA

C30 Basal
ShISQ

30’ REy
¡ SEMANA

263 45 1,8 13,20 3,40 17 182 4097
128 35 0,5 6,60 2,50 15 294 9310
198 51 0,8 10,60 3,20 24 482 16055
227 40 1,3 13,20 3,80 16 169 3453

ISQ: Isquemia; REY: Revascularización.

Co: Número de conejo utilizado.
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TABLA - VII: SEROLOGÍA (VALORES OBTENIDOS A UNA
TEMPERATURA DE 4<> C, +1- 1<> C)

Tiempo

=
Mi

3h

Mi

SEROLOGÍA
Glucosa Urea Creatinina Ca2~ 1< GOT LUH CPK

mg% ing0/. mg% mg% rnEq/L UIIL UI/L UI/L 1

Cl? Basal
3hISQ

30’REV
ISEMANA

£19 Basal
3IIISQ

30’REV
1 SEMANA

£21 Basal
3h¡SQ

30’ REV
1 SEMANA

357 26 14,50 3,70 19 184 2179
127 15 6,30 2,50 13 163 3447
227 24 12,40 3,90 37 330 12112
238 22 13,80 4,00 ¡4 ¡12 1022
389 32 1,! 14,50 4,10 25 204 5402
140 ¡8 0,6 7,90 3,10 25 189 7235
245 31 0,8 12,40 4,50 43 443 15855
265 27 0,9 13,10 4,10 17 144 7460
430 28 1,3 14,10 4,30 23 193 4762
270 19 0,5 6,50 2,90 15 148 4084
285 27 0,9 10,60 4,30 31 265 11520
251 27 0,9 13,20 4,10 15 137 2881

4h

4h

4h

£18 Basal
4hISQ

30’ REY
1 SEMANA

£22 Basal
4hISQ

30’ REY
1 SEMANA

04 Basal
4hISQ

30’REV
¡SEMANA

398 28 13,30 3,80 31 278 5415
125 17 6,70 2,80 29 279 9020
181 23 10,86 3,61 42 316 15275
189 27 13,90 4,20 ¡5 176 2927
416 34 1,1 14,20 4,00 14 256 ¡205
160 17 0,5 7,50 2,50 17 296 4344
193 27 0,8 12,00 3,80 24 367 11415
236 33 1,2 14,50 4,20 16 217 1533
388 36 1,3 14,60 4,40 22 266 5322
106 20 0,5 7,80 2,50 39 281 7090
156 27 0,8 12,10 3,60 45 346 11810
316 35 1,2 14,90 4,40 24 236 3396

SRi

Sh

SRi

£27 Basal
5hlSQ

30’ REY
¡ SEMANA

395 32 1,5 13,70 4,00 28 243 3663

147 28 1,1 9,20 3,50 35 381 12100

179 37 1,0 9,92 4,31 62 403 13880

281 51 1,2 13,50 4,30 30 203 2999
£31 Basal

SNISQ
30’REV

1 SEMANA

315 30 1,3 13,90 4,20 34 255 4632

125 25 0,8 8,60 3,30 43 369 ¡0290

179 40 1,1 10,10 4,01 68 432 12987

258 45 1,3 13,80 4,30 37 251 3113

£32 Basal
SRISQ

30~REV
1 SEMANA

371 26 1,5 14,10 4,10 30 212 4532
135 25 0,8 8,20 3,10 41 312 10440
197 38 1,1 11,40 4,00 62 401 12878
285 45 1,6 13,80 4,20 33 197 3264

ISQ: Isquemia; REY: Revascularizacién.
Co: Número de conejoutilizado.
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TABLA — VIII: Pruebasde efectos¡nfra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida

Fuente

Suma de
cuadrados

ti III 1 cuadrática E Si

Parámetro
de no

centralidad
Potencia

observada’
GLUCOSA 684818,176 3 221606059 129,594 .000 388,783 1,000
GLUCOSA *
TIEMPO

8383.483 6 1397244 817 561 4,903 295

GLUCOSA • TP1 9152,907 6 1525,485 892 .507 5,353 .322
GLUCOSA *
TIEMPO * TP1 23975,704 12 1997,975 1,168 329 14,021 587
Error(GLUCOSA) ~9900 54 1710,000

a. Calculado con alfa = 05

TABLA - IX: Pruebas de los efectosinter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio

Suma cJe Parámetro
cuadrados Media de no Potencia

Fuente ,j~jlL
1705171,021

£L
1

cuadrática E ~jg~
000

centralidad observada0
lntercept 1705171,021 1237,541 1237,541 1,000
TIEMPO 9672,542 2 4836,271 3,510 >052 7,020 .579
TP1 605,514 2 302,757 220 805 .439 079
TIEMPO

TP1
7485,444 4 1871,361 1,358 287 5,433 337

Error 24801,667 18 1377,870
a. Calculado con alfa = 05
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TABLA — X: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida

Suma de Parámetro
cuadrados Media de no Potencia

Fuente J~i’L ~sL cuadrática F §jj centralidad observada3
UREA 1765 556 3 588,519 66,858 >000 200,575 1,000
UREA *
TIEMPO 362667 6 60,444 6,867 >000 41,201 999
UREA *TP1 271 833 6 45,306 5,147 >000 30,881 989
UREAt
TIEMPO * 495,111 12 41,259 4,887 000 56,247 >999
-1-Pl
Erro «UREA) ~Jfl3 ~4 ~

a. Calculado con alfa = 06

TABLA — XI: Pruebas de ¡os efectosiriter-sujetos

Medida:
Variable transformada: Promedio

Suma de Parámetro
cuadrados Media de no Potencia

Fuente J~J& i~ cuadrática ~jg~ centralidad observadat
Intercept 24843,000 1 24843,000 1014,767 >000 1014,767 1.000
TIEMPO 156,389 2 79,194 3,235 063 6,470 >542
TPI 42,097 2 21,049 >660 4>40 1,720 175
TIEMPO
* TP1

116,722 4 29181 1192 348 4,768 >298

Error 440687 16

a. Calculadocon alta= 05
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TABLA — XII: Pruebes de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida

Suma de Parámetro
cuadrados Media de no Potencia

Fuente J~21L,
556 959

jQ,,
3

cuadrática F Si . centralidad observada
CALCIO 185,653 421,394 ,O00 1264,183 1,000
CALCIO *
TIEMPO

17803 6 2967 8,735 000 40.408 999

CALCIO*TP1 6856 6 1,143 2,594 >028 15,582 >809
CALCIO *
TIEMPO *
“‘pl

25,212 12 2,101 4,769 000 57225 .999

Error(CALCIO) fl~fl 2
a. Calculado con alfa = 05

TABLA — XIII: Pruebasde los efectosinter-sujetos

Medida:
Variable transformada: Promedio

Suma de Parámetro

Fuente
cuadrados
~Jp~jIj

3717883
~Q

1
Media

cuadrática E §~g~
>000

de no
centralidad

Potencia
observada8

lntercept 3717,883 5235,541 5235,541 1,000
TIEMPO >474 2 >237 334 >720 >666 095

2,462 2 1>231 1>733 >205 3,467 315
TIEMPO
* TP1

3287 4 622 1,157 >362 4,629 >290

Error ,,J3¿~ 18

a. Calculado con alta = 05
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TABLA — XIV: Pruebasde efectos ¡ntra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida

Fuente

Suma de
cuadrados

tipo III jj->,,»
3

Media
cuadrática F

Parámetro
de no

centralidad
Potencia

observada
15884 5>295 7>110 >000 21>330 >914

POTASIOt
TIEMPO 5076 6 >846 1,136 ,354 6,817 >409
POTASIO * TP1 3,923 6 654 878 >517 5,268 >311
POTASIO *
TIEMPO * 8,195 12 >683 ,917 537 11,005 483
Error(POTASIO> JQ3J3 54 — —

a. Calculado con alfa = >05

TABLA — XV: Pruebas de los efectos ¡¡ter-sujetos

Medida:
Variable transformada: Promedio

Suma de
cuadrados Media

Parámetro
de no Potencia

Fuente ti o III ~aL
1

cuadrática F .~&L..
000

centralidad observada
lntercept 406,585 406585 871,020 871,020 1,000
TIEMPO 434 2 >217 465 >636 930 114
TP1 >131 2 6,566E-02 >141 >870 >261 >068
TIEMPO
* TP1

2,603 4 >651 1,394 >276 5>576 >346

~ IB

a. Calculado con alfa = 05

127



Resultados

La GOl’ basaloscilaentre43 y 14 UWL, con unamediabasaltotal de 22,184/- 1,26 hIlL. El valor

mediototal es de 29,71 +/- 1,19 hi/L, y parala perfusiónconsueroa 40C es de 30,5IJI/L, con suero a

100Cde 22,47 UI/L y consueroa 20%? de 36,16+/-2,07UI/L, flg.73.

Con tiemposde isqueinia de 3 horasy perfusióncon sueroa 20%?hayun descensodesde27,33+1-

13,57 hasta22,334/- 4,5 t}I/L y una elevaciónpostrevascularizarhasta45,66+1- 9,29 UL’L, Fig.25,68y

69. Con perfusióna 1 00C losvalorescaen desde23 +1- 4,35hasta21,66+/-3,05 LII/L y un ascensoa los

30 minutosde revascularizarhasta3766 +1- 5,5 UIIL, Fig.28,67y 69. Con sueroa4<>C hayun descenso

desde22,33 4/- 3,05 hasta17,66 +1- 6,42 UI/L y aumento al revascularizarhasta37 +1- 6 UiJL,

Hg.31,66y 69. A la semanadel experimentolos valoresde GOT desciendencon los tres métodosde

perfusión,pero con sueroa 20<>C presentacifras máselevadasque las basales,32,33 4/- 3,51 UI/L,

Fig.25y 69; con sueroa l0”C sus valoresestánpróximosa los basales,21,33 -4-1- 4,5 UI/L, Fig.28 y 69;

conperfusióna 40C seproducenlosmayoresdescensos,muy inferioresa losbasales,15,33 4/- 1,52 hilL,

Fig.31 y 69. La isquemiade 4 horasy perfi.isióna20%? conllevaunaelevaciónde los valoresdesde18 +/-

6,08 hasta 31,664/- 4,5 UVL y posterior aumentoal revascularizar,50,664/- 11,5 UIIL, Figió,68y 70.

Con sueroa 1 00C se produceuradiscretadisminucióndesde 15,33 4/- 1,52hasta14,334/- 2,3 UL’L y

aumentomenoralos 30 minutosdela revascularización,25 41- 2 UI/L, Fig.29,67y 70. Con sueroa 40C

se produceuna elevacióndesde22,33 -4-1- 8,5 hasta28,33 4/- 11,01 UIIL y posterior aumento al

revascularizarhasta37 +1- 11,35 UI¡L, Fig.32,66y 70. A la semana de la isquemiatodoslos valores

descienden;la perfusióncon sueroa 20%?presentacifras superiores a las basales,31 +/- 7,55 UIIL,

Fig.26y 70; el sueroa 10”C tiene una cifra cercanaa la basal,con leve caida, 13 4/- 2,64 UI/L, Fig.29y

70; el sueroa40C presentacifras inferiores a las basales,18,33+1- 4,9 U/L, Fig.32 y 70. La isquemia

de 5 horasproducelas mayoresalteracionesen las cifras de la GOT. Con perfusióna 200£ hay las

mayoreselevaciones,presentandounascensodesde22,664/- 7,23 hasta56,664/- 22,81 UI/L y aumento

mayoral revascularizarhasta83,33 4/- 23,71 UI¡L, Fig.27,68y 71. Con sueroa l0<>C hayelevaciones

menores,desde18 +/-1 hilL basta26 -4-1- 10,53hilL y nuevo aumentoal revascularizarhasta36,33 4/-

12,5 UI/L, Hg.30,67y 71. Con sueroa 4%? se aprecianelevacionesintermedias,desde30,66+/- 3,05

hasta39,66+1- 4,16hilL y nuevaelevaciónal revascularizarhasta64 +/- 3,46 hAlL, Fig.33,66y 71. A la

semana,hayunacaida de todoslos valores.Con sueroa 20<>C hayunosvaloresinferioresa losbasales,
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12,33 +1- 2,08 UI/L, Hg>27 y 71; con sueroa l0~C se consiguenlos valoresbasales,18 +1- 2UIJL,

Fig.30 y ‘71;con sueroa40Cpersisteunadiscretaelevación,33,33+/- 3,51 hAlL, Fig.33y >71.

Las medias de la Gol, tomadasportiemposde isquemiay portemperaturasde perfusión,se exponen

en las Fig.72 y 73.

Considerandoel tiempo de isquemia,a las 3 horas se producenlas menores alteracionesen los

valoresde GOT, con variaciones importantesa las 4 horasy muy intensasa las 5 horas,con mayores

alteracionesal perfundir con sueroa 20<>C, Fig.’72.

La perfusión con sueroa 10<>C manifiestalasmenoresvariacionesen las cifras de la GOT entodas

las mediciones,con unarecuperacióna la semana con cifras similares a las basales,Fig.67 y 73. El

sueroa 400 y a 200C se comportande manera inversa . Con tiempos de isquemia de 3 y 4 horas,la

perfusiónconsueroa 20<>C presentaunos valoresa la semanade isqueniamáselevados,Fig.68 y >73,

que con sueroa 4<>C, F¡g.66 y 73; sin embargo,a las 5 horasla perfusióncon sueroa 20~C presenta

unosvalores a la semanainferioresalaperfusióncon sueroa 4<>C,Fig.66,68y 73.

Tomadastodas lascifras en relacióncon la temperaturade perfusiónobservamosquelascifras totales

ala semanaestánpróximasalas cifras basales,con leve disminucióncon sueroa 40£ y ligero aumento

con sueroa200£,Fig.73.

Medianteel análisisestadísticoapreciamosque hay un nivel de relaciónmuy significativo (p<O,OOt)

conrespectoal tiempode isquemia,respectoa la temperaturadeperfusióny la relaciónentreel momento

de la medición,el tiempo de isquemiay la temperaturade perfusión,TablaXVI y XVII.

La LDII basaloscilaentre 334y 109UIT, conunabasalmediatotal de218,29+1- 7,95 hilL. El valor

mediototal es de 262,25 +1- 11,75hilL, y parala perfusióna 400 es de 263,47hilL, consueroa 100£

es de 226,61hilL y para suerosa 20<>C es de296,69 +/- 20,36hi/L, Fig.81.

Con tiemposde isquemiade 3 horasy perfusióna 20~C seobservaun aumento de las cifras desde

257,66 +/- 83,79 hasta280,66 +/- 68,41 UI/L, con aumento postrevascularizaciónhasta346,33 +1-

36,63hAlL, Fig.25,76y 77. Con sueroa 10<>C se produceuna elevaciónmásmoderadaen sus cifras,

desde206 +1- 35 hasta218 +1- 17,57 UIIL, y nuevo ascensoa los 30 minutos de la revascularización

hasta296 +1- 19,97hilL, Fig.28,75y 77. Al perflindir con sueroa 4<>C se produceuna disminuciónde

susvaloresal finalizar el tiempo de isquenila,desde193,66+1- 10,01 hasta166,66+/- 20,74UI/L, con el
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ascensomásimportantepostrevascularización,hasta346 +/- 90,07IJIIL, Fig.31,74 y 77. A la semanade

la isquemia, con sueroa 20<>C persistelaelevación, similar a las cifras obtenidas despuésde la

revascularización,346 1-!- 204,22hilL, Fig.25,76 y ‘77. Con sueroa 1000 se obtieneun valor cercanoal

basal,conleve disminución, 181,33 +/- 30,98 hilL, Fig.28,75 y 77. Y la perfusióna 400 presenta un

descensoimportantede susvalores,131 +1- 16,82IJIIL, Hg.31,74y 77. La isquemiade 4horasconuna

perfusióna 20W produceun aumentode los valoresdesde201 -‘-/- 39,96hasta243 4-/- 97,92hI/L y un

aumento posterioral revascularizarhasta375,66 +/- 180,14 UIIL> Fig.26,76y 78. Con sueroa 10W se

producenmenoresascensosdelos valoresdeLDil, desde145,66 -1-1- 52,65 hasta161,66+1-55,98UI/Ly

nuevaelevacióndespués de la revascularizaciónhasta242,66 +/- 67,41 hAlL, Fig.29,75 y 78, Y al

perfundir con sueroa 400 seproducenaumentosmásmoderadosqueconel sueroa 20W, desde266,66

+1- 11,01 hasta285,33 4-1- 9,29 hAlL, con nuevoaumento al revascularizarhasta343 +1- 25,63UIIE,

Fig.32,74y 78. A la semanadel experimento,los animalespefundidoscon sueroa 2000 presentanunas

cifras aún mayores que al revascularizar,408,66 +1- 243,06 UIT, Fig.26 y 76. Los que han sido

perfundidoscon sueroa 10W tienenunosvalorescercanosa los basales,con unapequeñadisminución,

131>66+/- 37,58¡MIL, Fig.29y 75. Y con sueroa 4<>C las cifras obtenidasson inferiores a lasbasales,

209,66 ‘-/- 30,66 UI/L, Fig.32 y 74> Los tiempos de isquemia de 5 horasproducenlas mayores

alteracionesen losvalores dc la LDH. Con perfusióna 20W hay un aumento desde255,66+1- 31,94

hasta347,66+1- 53,3 ¡M/L y un nuevoaumento al revascularizar,peromenorque conlos otros métodos,

hasta391 4-/- 23,81 ¡MIL, Fig. 2>7,76y 79. Con perfusióna 10W hay un aumentodesde201,66+/- 33,2

hasta305,66-4-/-48,56hilL, presentandolascifras máselevadasdespuésde revascularizar,hasta439,33

+1- 39,87 hI/L, Fig.30,75y 79. La perfusióncon sueroa 400 presentala mayor elevaciónal finalizarel

tiempo de isquemia,desde 236,66 +1- 22,18 hasta 354 +1- 36,86 UIIL, con elevaciónposterior al

revascularizarmenor que con sueroa 100C, 412 +1- 17,34 UI/L, Fig.>33,74 y 79. A la semanadel

experimento se produce una disminución detodos los valores, por debajo de las cifras basales,con los

tresmétodosdeperfusión. Con suero a 20<>C se observael mayordescenso,hasta107 +/- 18 UI/L, Fig.27

y 76. Con sueroa 1000 hayunacifra próxima a la basal,189,66 +/- 33,23hi/L, Fig.30y 75. Con el

sueroa 400 hayuna caídaalgosuperiora laperfusióncon sueroa 100£, peroconcifras cercanasa la

basal,217+!- 29,59hi/L, flgJ33 y 74.
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Lasmedias de la LDH, tomadaspor tiemposde isquemiay portemperaturasde perfusión,se exponen

enlas Fig.80 y 81.

Si consideramosel tiempo de isquemia,a las 3 horas se producenlas menoresalteracionesde la

LDIzI, con cifras similares a las basales a la semanadel experimento;con4 y 5 horashaymayores

alteraciones,presentandocifras superiores a las basalescon 4 horasy cifras inferiores a las 5 horasde

isquemia,Fig.80.

Tomadostodoslos valoresen relacióna la temperaturade perfusiónobservamosquela perfusióncon

sueroa 1000 presentacifras cercanasa las basales a la semanadel experimento,siendoalgoinferiores

paralaperfusióncon sueroa 400y superiorescon sueroa 20W, Fig>.81.

La perfusión con suero a 1 00C produce lasmenoresoscilacionesenlos valoresde LDH, exceptoen

periodosde 5 horas de isquemia en donde presentauna gran elevación a los 30 minutos de

revascularizar,pero volviendo alas cifras basalesala semana,F¡g.75 y 81. Los suerosa 4<>C y 20W se

componande manera inversa;contiemposde isquemia de 3 y 4 horasy perfusióna 20W los valores

obtenidosde EDil estánelevadosa la semana,estandopor debajo del nivel basal con 5 horasde

isquemia, F¡g.76 y 80; si la perfusión es con suero a ‘WC, con isquemias de 3 y 4 horassus cifras,

tomadas a la semana,son inferiores a las basales,pero se aproximan a ellas,y con valoresmás bajos en

isquemiasde 5 horas,Fig.74y 80.

El análisis estadísticomuestracon las variablesintra-sujetosun nivel de relación muy significativo

(p’CO,OOI) parael momento de la medición, el tiempode isquemiay la relaciónentreel momento, el

tiempo de isquemia y la temperatura,y conlas variablesinter-sujetoshayunarelacióncasi significativa

(p<0,O7) parala temperaturade perfusión,TablaXVIII y XIX.

La £PK basal oscila entre 5725 y 1205 ¡MIL, conunamediabasaltotal de 3664,11+1- 256,77UIIL.

El valormedio total es de 6242,18+1- 378,76¡M/L, y parala perfusióncon sueroa 40£ es de 6985,8

UVE, consueroa 100Ces de 5223,38UIt!. y con sueroa 20Wes dc6515,36*/-656,03111/E, Fig.89.

Cuandose someteal animalde experimentacióna 3 horasde isquemiay perfusióna 20<>C observamos

un aumentode los valores desde4473,66 +1- 1205,9 hasta6101 -le-!- 1626,06 UI/L, con un nuevo

aumentoa los 30 minutosde revascularizarhasta8859,33 -1-/- 950,18 hA/L, F¡g.25,84y 85. La perfusión

con sueroa 1000 producelas menoreselevaciones,siendodesde2532,66 -4-!- 1393,72 hasta4430,66 +1-
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3021,85UI/E, elevándosede nuevo al revascularizarhasta7308,33±/- 4323,61 ¡M/L, Fig.28,83y 85. Al

perfundir con sueroa 400 se produce un aumentodesde4114,33+/- 1706,32 hasta4922 4/- 2028,28

UI!!., y al revascularizarse producenlas mayoreselevaciones de la CPK, hasta13162.33+1- 2350,62

hIlL, Fig.3 1,82 y 85. A la semana,los tres grupospresentancifras próximasa las basales.Consueroa

20W hay unosvaloresde 4526,33+1- 1064,02111/E,algo por encimade la basal,Fig.25,84y 85; con

sueroa 1000presenta2495,664/- 907,06UVE, superpuestaa labasal,Fig.28,83y 85, y consueroa 400

obtenemos 3787,66 +/- 3313,38 hIlL, por debajode la cifra basal, Fig.31,82 y 85. Con tiempos de

isquemiade 4 horasy perfusión con sueroa 200£ hay una elevacióndesde3055,334-!- 1135,77basta

8902,66+/- 7286>77hIlL, conelevaciónposteriora los 30 minutosde revascularizarhasta10976,664/-

7848,62UI/L. Fig.26,84y 86. Con suero a 1000 se producen las menores elevacionesde 09K, desde

2595,33 -1--le- 692,03hasta4616,33+1- 225,7 UI/L, con aumentopostrevascularizaciónhasta7896,664/-

570,02¡MIL, Fig.29,83y 86. El sueroa ‘WC induceun aumentodelos valoresdesde3980,66+1- 2404,24

hasta6818 4/- 2349,83UVE, con el mayor aumentoposteriora la revascularización,hasta13162,334/-

2350,62 UVE, Fig.32,82y 86. A. la semanadel experimentola perfusióncon sueroa 10W y 20~0

disminuyensus cifras hastavaloresbasales;con sueroa 2000 hay un valor superponibleal basal,de

3053,33-fe-!- 1533,26UVE, Fig.26,84y 86; y con sueroa 100C hay un valor algo menoral basal,de

2321 4/- 668,81 UI/L, Fig.29,83y 86. El sueroa 4~C, a lasemana,presentaunosvaloresmuy por debajo

de los iniciales, de 2618,66 +/- 969,01 UVE, Fig.32,82 y 86. Los tiempos de isquemiade 5 horas

producenlas mayores alteracionesen los valores de la CPK. Con perfusión a 200£ se produceun

aumentodesde3991,334/- 1320,78 hasta9302,33 +/- 263,05hilL, con aumento a los 30 minutosde

revascularizarhasta13389.334/- 817,72 UIt!., Fig.27,84 y 87. Con sueroa 100£ se observauna

elevacióndesde 3958 4/- 367,75hasta7573,334/- 2151,15UVE y la mayorelevaciónes posteriora la

revascularización,hasta 13598,33+1- 2128,01 Uf/E, Fig.30,83 y 87. El sueroa ‘WC produceel mayor

aumentode los valoresal finalizar el tiempode isquemia,desde4275,66+/- 532,93 hasta10943,33+1-

1004,5 UVE y una menor elevaciónposterior a la revascularización,hasta13248,334/- 549,74UIIL,

Fig.33,82y 87. A la semanadel experimentohayuna disminuciónde todoslos valores,inferioresa las

cifras basales.Con sueroa 2000 se apreciael valor másbajo de todos,de 1577 4/- 675,88 UI¡L,

Fig.27,84y 87. Con sueroa 1000 hay una menor disminuciónde los valores, estandocercanosa los
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basales,presentando 3354,33 -el- 181,38 hl/E, Fig.30,83 y 87. Con suero a 400 sus valores son

inferioresa losbasales,siendode3125,33+/e- 132,93UI/E, Fig.33,82 y 87.

Lasmediasde la CPK, tomadaspor tiemposde isquemiay por temperaturasde perfusión,se describen

en las Fig.88y 89.

Teniendoen cuentael tiempo de isquemia,a las 3 horasseproducenlasmenoresalteracionesy una

recuperaciónde los valoresbasales a la semana de la isquemia,Fig.>85 y 88; los tiemposde 4 horas

producenmayoresvariaciones,con recuperaciónde las cifras basales a la semana al perfiindir con

sueroa 1 0~C y 20~C , Fig.86 y 88. La isquemia de 5 horasproducelos mayorescambiosen los valores

dela CPK, presentandoa la semanaunosvaloresinferiores,perocercanosa los basales,al perfundircon

sueroa 10W y 400, F¡g.87 y 88.

Tomadosen conjunto los tres métodosde perfusiónobservamoscomo la perfusión consueroa 1000

presentalas menoresalteracionesy una recuperacióna la semana muy próxima a los valoresbasales,

teniendo un comportamiento muy parecidola utilización de suero a 20W y a 400, con valores

superioresdurante la isquemiay revascularizacióny mayor descensoa la semanadel experimento,

Fig.89.

La perfusión con sueroa 1000 producelas menoresvariacionesen los valoresde CPK, exceptoa los

30 minutosde revascularizaren periodosde isquemiade 5 horas,en dondepresentala máximaelevación,

pero decrecey recupera unos valores cercanosa losbasales a la semana,Fig.83 y 89. Los suerosa 400 y

20W actúande maneraparecida;la perfusióncon sueroa20W durantetiemposde isquen,ia de 3 y 4

horaspresentaascensosimportantesposterioresa la revascularización,pero sus valoresa la semanadel

experimentoestánpróximoso se superponena los basales,y con 5 horasde isquemia,despuésde una

gran elevaciónal revascularizar,sus cifras descienden,para presentar a la semanaunosvaloresmuy

inferiores a los basales,Hg.84 y 89; si la perfusiónes con sueroa 400, sus valores asciendentras la

revascularizaciónparacaeracontinuacióny presentar unascifras inferioresa las inicialescon los tres

periodos de isquemia,más acusadocon isquemiasde 4 horas> Fig.82 y 89.

En el análisisestadísticocomprobamoscomoen las variablesintra-sujetos hay un nivel de relación

muy significativo (p<O,OO1) para el momento de la medición y el tiempo de isquemia, siendo

significativo (p’CO,O5) con respectoa la temperatura,TablaXX y XXI. Con los contrastesmultivariados
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existe una relación estadística muy significativa (p<0,OOl) respecto al momento de la toma y la

temperaturade perfusión,asícomoconla relaciónexistenteentreelmomento,el tiempoy la temperatura,

siendosignificativo (p<O,OX)parael tiempo.

134











R~ncuitahns

TABLA — XVI: Pruebasde efectosintra-sujetos.

Medida
Esfericidad asumida

Fuente

Suma de
cuadrados

fl~Q
10730,769

Media
cuadrática F

Parámetro
de no

centralidad
Potencia

observada8
GOT 3 3576,923 83,834 000 251,502 1,000
GOT *
TIEMPO 2571,259 6 428,543 10,044 000 60,264 1,000
GOT * TP1 1491,981 6 248,664 5,828 000 34,968 995
GOT
TIEMPO *
TP1

2265,741 12 188,812 4,425 000 53,103 999

Errar<GOT) 222t200 54 ~§7
a. Calculado con alfa = 05

TABLA — XVII: Pruebasde losefectosInter-aujetoS

Medida:
Variable transformada: Promedio

Suma de Parámetro
cuadrados Media de no Potencia

Puente tipo III gQ
1

cuadrática E >
>000

centralidad observada8
lntercept 23837,225 23837,225 615,448 615,448 1,000
TIEMPO 679,407 2 339,704 8,771 002 17,541 940
TP1 852,282 2 426,141 11,002 001 22,005 977
TIEMPO

TP1 326,231 4 81 558 2,106 122 8,423 ,508
Error §~j,§7 18

a. Calculado con alta = 05
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TABLA — XVIII: Pruebasdeefectosintra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida

Fuente

Suma de
cuadrados

tipo III ja,,,,3
Medía

cuadrática F

Parámetro
de no

centralidad
Potencia

observad?
LDH 346787,704 115595,901 49,888 .000 149,665 1,000
LDH *
TIEMPO 116137,630 6 19356,272 8,354 000 50,122 1,000
LDH * TPl 30879,241 6 5146,540 2,221 .055 13,327 733
LDH *
TIEMPO • 109676,759 12 9139,730 3,944 000 47,334 .997
TP1
Error(LDH) jZ~3 161. 54 2317,096

a. Calculado con alfa = 05

TABLA — XIX: Pruebas de los efectosínter-sujetos

Medida:
Variable transformada: Promedio

Suma de Parámetro

Fuente
cuadrados

•j~p~jIQ
1857057,815

Media
.aL cuadrática

1 1857057,815
F

de no
centralidad

Potencia
observada8

lntercept 497,653 000 497,653 1,000
TIEMPO 9086,519 2 4543,259 1,217 319 2,435 232
TP1 22122,394 2 11061,197 2,964 077 5,928 .505
TIEMPO
* TP1 26784,273 4 6696,068 1,794 174 7,178 439
Error 67169,375 18 3731 .632

a. Calculado con alfa = 05
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TABLA — XX: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida

Suma de
Fuente cuadrados tipo III 1 Media cuadrática F

Parámetro
de no

centralidad
Potencia

observada3
CPK 1162209746,407
CPK *
TIEMPO 83184284,815

3 387403248,469 147,162

6 13864047,469 5,267

.000

.000

441,486

31,599

1000

.990
CPKTPI 34551031,315
CPK
TIEMPO 51288170,963
TP1

6 5758605,219 2,187

12 4274014,247 1624

.058

>113

13,125

19,483

726

768

Error<CPK) 142154768,000 54 2632495,667

a. Calculado con alta = 05

TABLA — XXI:Pruebas de los efectosinter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio

Parámetro
Suma de

Fuente cuadrados tipo III Media cuadrática F j,,,
000

de no
centralidad

Potencia
observada&

lntercept 1052051648,926 1 1052051648,926 271,605 271,606 1,000
TIEMPO 17183019,685 2 8591509,843 2,218 138 4,436 393
TP1 14999750,449 2 7499876.225 1,936 173 3,872 348
TIEMPO

TP1
4549638,815 4 1137409,704 294 878 1,175 101

Error 69722202,000 18 3873455 667

a. Calculado con alta = 05
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C.- EstudioHistológico

1.- Estudio Macroscópico

Las piezasmuscularesestudiadasse extraena la semanade haber permanecidola extremidaddel

conejo en isquemia.Antes de sacrificarlo, se procedea la disección de la piel de la pata, para

comprobarel color de los músculos, la circulación sanguínea,la morfología de los nervios y la

cicatnzacíon.

Las extremidadesperfundidasconsuero fisiológico a 200C presentanun color rojizo claro, más

acusadocuantasmás horasde isquemiahan soportadoy, además,de consistencia gelatinosa(más

notorio a las 5 horas),con seromaocasional,fibrina y cicatrización lenta de la herida a mayoreshoras

de isquemia.Los músculos perfundidosa 40C tienenun color pálido y de consistenciadura (siendo

leñosaa las 5 horas),con seromas frecuentesen las heridas,cicatrizaciónmáslentade lasmismas,gran

cantidadde fibrina que envuelvelos vasosy el nervio femoral y edemade la pata (más notorioa las 5

horas).Al observarlosmúsculosperfundidosconsolucióna 100Csu aspectoes distinto, apareciendode

color rojo y consistencianormal, seromaescasoy ocasional,cicatrizaciónnormal de las heridasy

menorcantidadde fibrina.

2.- MicroscopiaÓptica

Al estudiarcon microscopioóptico el vientremedial del músculogastroenemiobasal,se observaque

es de tipo mixto; es decir, con fibras tipo 1 y II, y variabilidaden el tamañode las mismas.La tinción con

hernatoxilinay eosina (Fig.90) y el tricrómico de Masson(Fig.91) nos muestranla variabilidad de las

fibras; la tinción deOil-Redtiñe denaranjala grasa interfibrilar. La técnicahistoquimica de la ATP-asa

a pH 9,4 (Fig.92) nos muestralos dos diferentestipos de fibras, las tipo 1 son claras y pequeñas,sin

actividad ATP, las tipo II son oscurasy grandes.Las técnicasde NADH (Fig.93) y SDH (Fig.94)

coloreanlas fibras de manerainversaa laanterior,apareciendolas fibras tipo 1 oscurasy pequeñasy las

tipo II clarasy grandes.

Los músculos mantenidosen isquemiadurante3 horaspresentanlesionesaisladasy dispersas,con

calcificación, infiltrado inflamatorio y regeneraciónfocales, basofilia del citoplasmay núcleos

vesiculososen los estudiosconhematoxilina-cosinay Masson.Esmenosmanifiestoconperfusióna 200C
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(Fig.95) que con líquidos a 4”C, dondese puedeobservarfagocitosisen las lesionesy fibras tipo 1 con

lesiones regenerativas aisladas(Fig.96). En los músculos perfundidos a 100C no se aprecian

alteraciones(Fig.97).

Con tiempos de isquemia de 4 horas las lesionesobservadasson focales y aisladas,pero más

frecuentes quecon 3 horas.La perfusión a 200Cproducecambios degenerativosfocales, fibras rotas,

fagocitosis aisladasy un infiltrado inflamatorio, sin edemaintersticial, con tinción de bematoxilina-

eosinay Masson(Fig.98),y fibras tipo 1 con desorganizaciónintermiofibrilar con la SDH. Con 40C

presentalas mismaslesiones(Fig.99). Con perfusióna 100C observamosalteracionesdegenerativas

focalesconhematoxilina-eosinay Masson,siendola histoquimicanormal (Fig.100).

Las lesionesmásimportantesy extensaslas encontramosen los músculos mantenidosen isquemia

durante 5 horas. Con suero a 200C se aprecianecrosis de fibras, depósitos cálcicos, infiltrado

inflamatorio y zonas de regeneración(infarto en evolución u organización) en las tinciones con

hematoxilina-eosina(Fig.101) y Masson,con grasaen las fibras lesionadasy en los macrófagosconla

tinción de Oil-Red. Con la técnica de la ATP-asaaparecenfibras tipo II con vacuolas y rotas,y ambos

tipos defibras con la NADI-1 (Fig.102)y la SOfÁ, perofocales.La perfusióna 40C ocasionalasmismas

lesionespero más extensas,con afectaciónde ambostipos de fibras en las tinciones histoquimicas

(Fig.103y 104).Con sueroa 100C las fibras musculares aparecennecrosadas,con depósitoscálcicos,

infiltrado inflamatorio y zonasde regeneraciónfocales (infarto en organizacióno evolución)con las

tincionesde hematoxilina-cosina(Fig.105)y Masson,no observandoalteracionesen el restode técnicas.

3.- Microscopia Electrónica

A.- Músculo Estriado.

El músculo que se ha extraído como muestra basal se observa con

arquitecturanormal,mitocondriasintrafibrilares y perinucleares, sarcómeras, vasoscon su célula

endotelialsinlesiones,algúnhematíeensu interiory membranascelularesintactas(3 OOOx) (Fig.1O6).

Los músculos mantenidos en isquemia durante 3 horas presentan lesionesmínimas.Los

perfundidoscon sueroa 200C presentancuerpos mielinoideso lipoideos,productode la destrucciónde

orgánulos celulares, y una perfectaconservaciónde la sarcómera (20 OOOx) (Fig.11O). En los
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perfundidosa 40C aparecenvacuolizacionesmitocondrialesy homogenizaciónmiofibrilar focal, con una

estructurahexagonalde actina-miosinaconservada(12 OOOx) (Fig.112).Los mejor conservadosson los

músculosirrigados con sueroa 100C,en los queaparecela fibra muscularcon glucógeno,un sistema

reticular sin alteraciones, vasossinlesionesy rrntocondnasnormales,aunque algunas aparecen

hinchadas(20 OOOx) (Fig.111).

Con tiemposde isquemiade 4 horas,los músculospresentangradosde lesión diferentes.Los conejos

perfundidoscon suero a 200C presentanvasosnormales y algúnhematíe extravasadoocasional, leve

edemaintersticial y fibras muscularescon una estructurahexagonalconservada,núcleointactoy mínima

dilatación de la cisterna perinucleary mitocondriasnormalesy otras rotas (7 OOOx) (Fig.113).En

losperfundidosa 40C se observan lesiones graves, con la presenciade fibroblastosinterfibrilares y

extravasaciónde hematíes,edemaintersticial con hacesde colágeno separados,vasossanguíneoscon

vesículasde pinocitosisen su paredo colapsadosy con paredendotelial rota, fibras muscularescon

alteración de la alineación de las sarcónierassin rotura de la membrananuclear,vacuolización del

retículo endoplásmicoy mitocondriasrotas o balonizadas,concuerposdensoso estructuraslaminaresen

su interior (7 OOOx) (Fig.114).

Los nervios intramusculares presentan rarefacción de la mielina,concélulasde Schwann

con sunúcleo,cisternas reticulares y abudantes mitocondrias(20 OOOx) <Fig.11S). Con solución

fisiológica a 1 00C hallamosvasossin alteraciones,fibras muscularescon la presenciade gránulosde

glucógeno,el sistemareticular y sarcónwrasintactas(triada)(12 OOOx) (Fig.116)y (30 OOOx) (Fig.117),

el núcleo con dilatación de la cisterna perinucleary mitocondrias bien conservadas(20 OOOx)

(Fig.118).Los nervios intramuscularestienenlas vainas de mielina bien conservadasen capas, células

perineuralesy de Schwannintactas(12 OOOx) (Fig.119).

Las muestras muscularesmantenidasen isquemiadurante5 horas presentanlesionesvariadas.Los

músculosperfundidosa 200C presentanlesiones graves,comovesículasde pinocitosisen la pareddel

vaso, destrucción parcial de la célula endotelial (7 OOOx) (Fig.121), fibras muscularescon edema

intersticialy algunasrotas,mitocondriasbalonizadasy concuerpos densos intramitocondriales,sistema

reticulardilatadoy estructura hexagonalde actina-miosinaconservada(20OOOx)(Fig.120).

Los músculosperfundidoscon solución a 40C presentanlas lesionesmás graves,observándoseun
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músculo desestructurado, con pérdidade la alineación de las sarcómeras, fibroblastos

interfibrilares,mitocondriasbalonizadasy rotas,sistema reticular hinchado y roto (7 OOOx)

(Fig.122),vasos conroturas endoteliales y cisterna perinuclear dilatada (7 OOOx) (Fig.107), vasos

colapsados y extravasaciónde hematíes(3 OOOx) (Fig.1O8 y 109). Los conejoscon perfusióna 100C

presentanlesiones muscularesmenos marcadasque en los casosanteriores,con fibras musculares

conservadas, las sarcónierasalineadas,hinchazón leve del retículo endoplásmico,acúmulos de

mitocondriasperiféricos y mitocondrias intrafibrilares intactas(algunascon balonización),núcleo con

retracciónde la cisternaperinucleary nucleolo intacto, vasosconpared nítida y con indentaciones,

hematíesintravascularesy conservación de la estructuraen hexágonode actina-miosina (7 OOOx)

(Fíg.123).

B.- Nervio Femoral.

Se han obtenido muestrasdel nervio femoral en los conejosmantenidosen isquemiasde 4 y 5

horas.

En los nervios que han soportado4 horasde isquemiaa 200C se observa la mielina rota,con

homogenizadode la mismay vacuolasen las célulasde Schwann (3 OOOx) (Fig.124).La perfusióncon

sueroa40C producelesionesmásgraves, concambiosdegenerativosirreversiblesy desestructuración

total de las vainas de mielina (4 400x) (Fig.126).Los nerviosperfundidosa 100C presentanlesiones

leves,con la mielina bien estructurada,cuerpos mielinoides y el núcleocelularsin alteraciones,

presencia de células de Schwann a su alrededor,con el retículo endoplásmico

rugoso,ribosomasy niitocondrias (algunasbalonizadas)bien conservadas.Algún macrófagoocasional

(7 OOOx) (Fig.128).

En los nervios mantenidosdurante5 horasa 200C se apreciandehiscenciasy desestructuracióndela

vainade mielina,con cuerpos mielinoides,y célulasde Schwannvacuolizadas(3 OOOx) (Fig.125).Los

nerviosquehan soportadoel sueroa 40Cpresentanlas lesionesmásgraves,concambios degenerativos

irreversibles, vacuolización lipídica y picnosis nuclear (12 OOOx) (Fig.127).Con sueroa 100C el

nervio femoralpresentalesionesleves,observándoselamielinaconservada,con neurotúbulosinterioresy

célulasde Schwannconalteracionesinespecíficas(vacuolaslipidicas).Algún fibroblastoaislado(7 004k)

(Fig.129).
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D.- Nucícótidos de Adenina: estudio con Cromatogratia Líquida

Al someter a una extremidad a isquemia, con independenciadel tiempo transcurrido,se produce

siempreuna disminucióndelATP y PCr, con aumentode AM?, Al?» y Pi. Cuantomenorseael tiempo

de isquemiamenorseránlas alteracionesy se produciráunamejor recuperaciónde los distintosvalores.

Con perfusióna 200C,los tiempos de isquemiamáscortos producenmenoresvariaciones,siendomás

manifiestascon tiempos de isquemiade 5 horas, con incapacidad para recuperarlos valores del

ATP, TablaXXII. La perfusióncon sueroa100C inducelas menoresvariacionesen losvalores de los

fosfatoscon recuperacióndel ATP, incluso, en isquemiasde 5 horas,Tabla XXIII. La perfusión con

sueroa40C manifiestaun comportamientoinversoal sueroa200C, con incapacidadpara recuperarlos

valores finales delperiodode isquemia de 3 horas,no así en las isquemias de 4 y 5 horas, en

dondepresentaunosvalores a la semanadel experimentosuperioresa los finales de la isquemia,Tabla

XXIV.

Se tomancomo valoresde referenciao basaleslosvaloresde los fosfatos halladosal final de cada

tiempode isquemia,para compararloscon losvaloresquepresentanala semanadel experimento.

Se ha hechode esta maneraparaevitar,si se obteníanmuestrasbasalesal inicio del experimento,que

influyeranen la serología y en la histoquimica,alterándolas (como se demostróen los

conejosutilizadosparamejor la técnica).

El AMP presentaunos valoresal final delos tiemposde isquemiaqueoscilan entre2674,98y 117,85

pmol, con una media total en dicho momentode 1199,96 pmol. La mediatotal es de 1186,33 +1.

113,09pmol; parala perfusiónconsueroa40C es una media total de 1274,72pmol, para suerosa 100C

es de 1501,07pmol y para suerosa 200C es de 783,22+1- 195,87pmol,Fig.142.

Con tiemposde isquemia de 3 horasy perfusióna200Cseproduce un ascensode susvaloresdesde

385,21 4-!- 172hasta726,78 ~-I-275,91 pmol, Fig.130y 139; al igual queocurrecon la perfusióna 40C,

con una menor elevación,desde814,91 +1- 714,96hasta892,91 +1- 225,64pmol, Fig.136 y 139. Al

perffindir con sueroa 100C se produceunadisminuciónde sus valores desde1991,56+1- 631,68hasta

1800 +1- 265,55pmol, Fig.133y 139. Contiemposde isquemiade 4horasse produceuna disminución

del AM? con los tres métodosde perfusión,entrela cifra del final de la isquemiay la obtenidaa la
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semana.Con sueroa 200Cseproduceun descensodesde686,28+1- 329,36hasta442,15 +/- 227,2pmol,

Fig.131 y 140. Con sueroa 100Chay unacaida desde1413,05+I~ 1064,76hasta1289,76+1- 388 pmol,

Fig.134 y 140. Y con suero a 40C hay un descensodesde 1430,91 +1- 1216,48hasta 1164,35+/-

1119,54pmol, Hg. 137y 140. Al mantenerlaextremidad5horasen isquerniay con perfusióna200C

se produceun ascensode losvaloresdesde1214,75+1- 832,92hasta1244,13+1- 1075,5pmol, Fig.132y

141; al igual que con sueroa 100C, queaumenta desde1083,22 +1- 537,24 hasta 1428,82 +1-

591,86pmo!, Fig.135y 141. Con laperfusióna40C se observaunadisminucióndel AM? desde1779,71

-41- 334,65hasta1565,51+1- 360,63pinol, Fig.138y 141.

Tomadostodoslos valores de AMP en conjuntopodemosver comocon el sueroa 100C los valores

iniciales y finales son similares o superpuestos,hay una disminuciónde los valores obtenidosa la

semana,con respectoa los conseguidosal finalizar el periodode isquemia,alutilizar suero a 40C y

elevaciónde esosmismosvaloressi perfundimosconsueroa 200C,Eig.142.

Medianteel análisis de la varianzaapreciamosuna relación significativa (p<O,OS) con respecto

a la temperatura, no influyendo el momento de la toma ni el tiempo de isquemia,Tabla XXV y

XXVI. Mediante el test de Kruskal-Wallis se observa una relaciónmuysignificativa

(pc0,007)conrespectoa la temperaturade perfusióny pocosignificativa(pC0,7)conrespectoal tiempo

de isquemia,TablaXXVII.

El ADP ofreceunosvalores al final de lostiemposde isquemia que oscilan entre 2090,57y 17,43

pinol, conunamediatotal en ese momentode 576,57 +1. 86,79pmol. La mediatotal es de 569,17 +/.

62,43 pmol; parala perfusióncon sueroa 40C es de 755,56pmol, consueroa 100Ces de 576,29pmol, y

con suero a 200Ces de 375,64+!-108,13pmol,Fig.146.

Al someterla extremidad a 3 horasde isquemiay perfusión con sueroa 200Cy 40C se produceun

ascensode susvaloresa la semanade la isquemia.Con sueroa 200C es desde223,14+/- 192,58hasta

379,64+1- 366,05pmo!, Fig.13Oy 143; consueroa 40C es desde302,96 4-!- 274,06hasta1013,96+/-

281,56pmol, Fig.136y 143. Con sueroa 100C hay un descensode sus valores finales de isquemia,

717,69 +1- 152,37pinol, con respectoa los obtenidosa la semanadel experimento,284,344-!- 174,58

pinol, Fig.133y 143. Con tiemposde isquemiade 4horasocurreelmismo comportamiento.Con suero

a 200Chayun ascensodesde85,82+1- 14,48hasta302,14 +1- 248,53pinol, Fig.131y 144, y consueroa

175



Resultados

40C hayun aumentodesde529,15 +1- 262,37hasta768,14+1- 110,89 pmol, Fig.137y 144. Utilizando

sueroa 100C se produceun descensodesde 681,96 +1- 66,93hasta495,99 +1- 198,12 pmol, Fig.134 y

144. Al mantenerla extremidaden isquemia de 5 horasse produceun descensode los valores, con

respectoa los iniciales la semana,con los trestipos deperfusión.Con sueroa 200Gesdesde870,074/-

864,88hasta393,06-1-/- 219,07pmol, Fig.132y 145. Con sueroa 100Cesdesde676,254/- 236,12hasta

601,54 4-!- 338,78 prnol, Fig.135y 145. Y con sueroa 40C hay un descensodesde1102,094/- 904,36

hasta817,054/- 542,93pmol, Fig.138y 145.

Al tomartodoslosvaloresde AD?en conjuntoobservamoscomocon laperfusiónconsueroa 100Cse

produceunadisminuciónimportantede los valoresobtenidosa la semanacon respectoa los conseguidos

al final de la isquemia, al igual que al utilizar sueroa 200C, pero su descensoes muchomenor. La

utilización de sueroa 40C produceun ascensode los valoresde ADP a la semanadel experimento,

Fig.146.

Medianteel análisis de la varianza obtenemosunarelación significativa (pCO,07)conrespectoa la

temperaturay unarelaciónsignificativa(pCO,08)teniendoencuentael momentode la toma,el tiempode

isquemiay la temperaturade perfusión,TablaXXVIII y XXIX. Utilizando el test de Kniskal-Wallisse

aprecia una relación muy significativa (pc0,003) con respectoa la temperatura de perfusión y casi

significativa(pcO,l)conrespectoal tiempodeisquemia,Tabla XXX.

Los valoresde ATP varian al final de losperiodosde isquemiaentre 14931,3 y 48,8 pmol, con una

media totalparadichos periodosde 2376,87+1- 538,74pmol. La mediatotal es de 2662,11 +1- 572,3

pmol; para la perfusión con suero a 40C es de 1160,61 pmol; para el suero a 100C es de 5668,12

pmol, y para sueroa 200Cesde 1157,61+1- 991,26pinol, Fig.150.

Losperiodosde isquemiade 3 horasy perfusióna 200Cy 100Cpresentanuna elevaciónde suscifras

de ATP al cabode unasemana,apreciandoun descensoal utilizar sueroa40C. Consueroa200Caumenta

desde 557,92 4/- 567,56 hasta 2569,49 4/- 3821,97pmol, Fig.130y 147; con suero a 100C

aumentadesde8803,734/- 6608,66hasta9530,49+1- 5103,79 pmol, Fig.133y 147; consueroa40C hay

un descensodesde 1455,58~4-/-1590,54 hasta1207,84+1- 1278,03 pmol,Fig.136 y 147. Al provocar

isquemiasde 4 y 5 horasobservamoscomo la perfusióncon sueroa 100Cy 40C presentanun aumentode

los valoresdel Al? a la semanadel experimentoy se apreciauna disminuciónal utilizar sueroa 200C.
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Con isquemiasde 4 horasy perfusióna 200C hay unacaída desde 228,53 +1- 69,47hasta183,785 +/-

100,39pmo], Fig.131y 148.Con sueroa100C aumentadesde4496,38+1- 4363,5hasta6811,63+1- 7526

pmol, Fig.134 y 148. El suero a 40C produceun aumentodesde686,06 +/- 411,62 hasta 1034,13 +1-

186,5 pmol, Fig.137y 148. Con isquemiade 5horasy utilizando sueroa 200Cparala perfusiónhayun

descensodesde2450,87+1- 1890,45hasta955,05 +1- 829,9 pmol, Fig.132y 149. Con sueroa 100C hay

un aumentodesde 1558,77 +1- 812,23hasta2807,73+1- 1470,51 pmol, Fig.135y 149.El suero a 40C

produceun ascensode los valoresdesde1154+/-744,73hasta1426,04+1- 791,07pinol, Fig.138y 149.

Al tomarenconjuntotodoslos valoresde Al? observamosqueconla perfusióna 100Cse producen

los mayoresascensosde Al?, al cabo de una semana,con un menor ascensopara las extremidades

perfundidas con sueroa 200C y el menor aumento,aunquepróximo al anterior,se produceal utilizar

suerosa4”C, Fig.í50.

En el análisisde la varianza observamosunarelación muy significativa (p<O,O06)con respectoala

temperaturade perfusión,sin influir el momento de la toma ni el tiempode isquemia,Tabla XXXI y

XXXII. En el test de Kruskal-Wallis hay una relación muy significativa (p<O,OOOO3) con la

temperaturade perfusióny casi significativa(p<O,S)conel tiempo deisquemia,TablaXXXIII.

Al relacionartodaslas mediciones obtenidas a la semanadel experimento,comprobamoscomola

perfusión consueroa 100Cmantienelos valoresdel AM?, reduce los valoresdel Al?» y aumentade

maneraespectacularlos valoresdel AY?, por la utilización del AM? y del A.D? en la produccióndel

ATP. La utilización de suerosa 200Cinduceunaelevaciónde los valoresdel AMP, unadisminucióndel

AID? y una moderada elevación del ATP, por una menor disponibilidad de AM? y

AD?. Utilizando sueros a 40C se aprecia una disminución de los valoresdel Mvii? despuésde una

semanadc la isquemia,con aumentosdel AD? y un mínima elevacióndel ATP, por un defecto en la

capacidadde utilizar el AM? y elAD? paraproducirAlT, Fig.142,146y 150.
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TABLA - XXII: NUCLEÓTIDOS DE ADENINA MEDIANTE HPLC (VALORES
OBTENIDOS A UNA TEMPERATURA DE 200C, +I~ 1” C)

Tiempo

NUCLEÓTIDOS DE ADENINA MEDIANTE HPLC1

p~0~MP (DF 1ATP ~0

3h

C5 Basal

Final

C6 Basal

Final

C16 Basal
Final

564,258 51,91
498,712 45,88

371,816 62,43
648,152 55,73

219,584 10,03
1033,477 9,65

120,438 11,08

164,027 15,09

103,693 17,41

172,602 14,84

445,311 20,28
802,301 7,04

354,577 45,88

383,491 35,28

120,046 20,16

342,316 29,43

1199,143 65,47
6982,662 77,03

4b

C8 Basal

Final

CIO Basal
Final

Ch Basal

Final

569,056 59,25

704,008 72,49

1058,224 76,56
297,225 49,49

431,570 65,46

325,236 26,82

102,263 ¡0,65

135,260 13,93

80,232 5,80
¡83,387 30,54

74,967 [1,37

587,783 48,48

289,169 30,11

131,921 13,58

243,717 17.63
119,932 19,97

152,721 23,17

299,502 24,70

Mi

C9 Basal
Final

C25 Basal
Final

1790,584 76,24
2341,069 77,76

¡593,979 21,07

1199,932 48,48

139,941 5,96
166,809 5,54

1825,229 25,19

408,227 15,01

418,006 ¡7,80
502,823 16,70

2778,527 42,14

449,493 21,08

4156,090 67,01
1912,849 47,25

C29 Basal
Final

259,694 3,51
191,414 3,94

645,043 9,29
604,170 13,43

Ci,: Númerode conejo utilizado.
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TABLA - XXIII: NUCLEÓTIDOS DE ADENINA MEDIANTE HPLC
(VALORES OBTENIDOS A UNA TEMPERATURA DE 100 C, -¡-1- 1 0C)

Tiempo

DE ADENINA MEDIANTE HPLC1

AMP ADP ATP

pmol pinol pinol

Mi

Ch Basal

FInal

C14 Basa!
Final

CZO Basal
FInal

2674,982 14,42

2038,700 10,99

1429,095 10,61
1513,966 10,38

1870,617 38,42
1847,354 25,69

860,743 4,64

245,141 1,12

557,446 3,85
132,693 0,66

734,900 14,21
475,199 6,05

14931,3 80,49

13720,8 86,51

9678,74 84,42
11024,2 88,70

1801,16 43,17
3846,49 62,57

4h

03 Basal

Final

C15 Basal
Final

Ch Basal
FInal

1431,164 10,27

1618,682 7,82

339,345 6,76
861,861 ¡1,49

2468,648 59,57
1388,762 43,35

684,735 4,63

300,008 1,27

747,463 14,89
696,194 8,77

613,682 ¡3,77
491,772 14,15

9325,38 78,60

15222,9 86,23

3327,19 66,28
4497,85 70,61

836,594 23,26
714,187 25,97

Mi

C26 Basal
Final

CZS Basal

Final

1673,172 42,78
¡822485 46,59

622,116 16,38

748,144 12,47

875,066 23,16
270,102 7,96

415,262 14,07

587,309 10,74

826,443 23,59
1240,89 35,42

2432,38 49,75

3024,46 61,86

1417,5 42,66

4157,86 56,65

C30 Basal

Final

954,372 25,19

1716,143 20,31

738,435 20,2!

947,232 11,61

Ca: Número dc conejo utilizado.
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TABLA - XXIV: NUCLEÓTIDOS DE ADENINAL MEDIANTE I-IPLC
(VALORES OBTENIDOS A UNA TEMPERATURA DE 40 c, +1-1 0C)

Tiempo

NUCLEÓTIDOS DE ADENINA MEDIANTE HPLC

~JMP MW - ATP1•~

pinol

C17 Basal 117,856 64,02 17,434 9,47 48,803 26,51
Final 634,496 24,89 961,970 38,22 328,688 15,72

3b C19 Basal 1546,531 26,28 327,536 4,93 3181,499 63,35
FInal 993,332 ¡1,65 1317,907 ¡6,15 2673,909 36,10

Ch Basal 780,362 23,11 563,912 15,74 1136,439 39,83
Final 1050,926 33,27 762,028 25,00 620,924 20,37

CtS Basal 215,285 7,05 770,033 26,11 732,521 30,54

Final 128,391 4,10 824,799 29,60 848,852 37,39

4k C22 Basal 2648,249 55,91 567,837 ¡1,08 1072,486 26,19
Final 1012,661 25,28 640,364 15,09 ¡221,828 35,88

C24 Basal 1429,217 74,53 249,586 11,10 253,184 11,26
Final 2352,006 47,20 839,273 17,39 1031,721 23,25

07 Basal 1653,650 40,40 899,499 22,75 823,019 22,44

FInal 1696,509 33,87 514,961 10,51 1182,174 26,65

Lb C31 Basal 1526,408 53,14 316,210 9,17 632,147 24,08
Final ¡157,690 36,34 492,348 ¡4,30

2090,579 29,61

785,620 28,84

2006,859 31,08C32 Basal 2159,097 29,3!

=
FInal 1842,341 25,01 1443,848 20,45 2310,342 35,78

Cnt Número de conejo uttllndo.
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TABLA — XXV: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida

Suma de
cuadrados Media

Fuente 3~~fl cuadrática E -§~j
AMP 10019 335 1 10019,335 049 .827

Parámetro
de no

centralidad
Potencia

observada0
049 055

AMP
TIEMPO 229861,999 2 114930,999 565 578 1,130 129
AMP * TP1 79606 368 2 39803,184 196 824 .391 076
AMP *
TIEMPO * 387740,651 4 96935,163 .476 753
TP1

1,906 137

Error(AMP) 3662032.723 18 203446,262

a. Calculado con alfa = 05

TABLA — XXVI: Pruebas de lasefectosinter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio

Suma de Parámetro
cuadrados tipo Media

Fuente cuadrática F ,,~j
lntercept 37999604,833 1 37999804,833 110,044 .000

de no
centralklad

Potencia
observada

110,044 1,000
TIEMPO 542592,869 2 271296,435 786 471 1,571 .163
TP1 2424352753 2 1212176,376 3,510 052 7,021 579
TIEMPO
* TP1

2076033,118 4 519008,280 1,503 243 6,012 371

Error 6215636,493 18 345313,138

a. Calculadocon alta 05
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TABLA- XXVII: TEST DE KRUSKAL-WALLIS DE AMP

1.-TEMPERATURA

TEMPERATURA

4’C

1 00C

200C

MUESTRA

18

18

18

RANGO

29.16

34.72

18.61

Nivel de Significación:0,0076

2.- TIEMPO

TIEMPO

3h

FINAL

MUESTRA

9

27

4h

5h

9

9

RANGO

24.11

27.66

26.11

3 1.77

Nivel de Significación:0,76
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TABLA — XXVIII: Pruebas de efectos intm-sujetos.

Medida:

Esfericidad asumida

Suma de Parámetro

Fuente
cuadrados
I~si’i.~,
2959 423

,aL
1

Media
cuadrática F §jg~,~

853

de no
centralidad

Potencia
observadaa

ADP 2959,423 .035 .035 054

ADP *
TIEMPO 477635 917 2 238817,959 2,862 .083 5,724 490

ADP* TP1 464388,792 2 232194,396 2,783 089 5,565 478

ADP *
TIEMPO •
TPI

811030,939 4 202757,735 2,430 .085 9,720 ,575

Error(ADP) 1501972,157 18 ~~2A~8 — —

3. Calculado con alfa = .05

TABLA — XXIX: Pruebas de los efectos ínter-sujetas

Medida:

Variable transformada: Promedio

Suma de Parámetro

Fuente
cuadrados

tipo III ..2L
1

Media
cuadrática F .~§jg~

.000

de no
centralidací

Potencia
observadaa

Intercept 8746776,323 8746776,323 83,115 83,115 1,000
TIEMPO 409991,934 2 204995,967 1,948 171 3,896 350
TPI 650189,897 2 325094,949 3,089 .070 6,178 522
TIEMPO
* TP1

118721,809 4 29680,452 282 ,886 1,128 098

Error 1894259.074 18 105236615

a. Calculado con alfa = 05
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TABLA- XXX: TEST

1.- TEMPERATURA

TEMPERATURA

40C

1 00C

200G

DE KRUSKAL-WALUS DE ADP

MUESTRA

18

18

18

RANGO

34.55

30.22

17.’72

Nivel de Significación: 0,0038

2~ TIEMPO

TIEMPO MUESTRA

3h

FINAL

4h

5h

Nivel de Significación:0,17

9

27

9

9

RANGO

21.33

28.33

22.66

36.00
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TABLA — XXXI: Pruebas de efectos ¡nfra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida

Sumade
cuadrados tipo Media

Fuente III 1 cuadrática F ~
ATP 4393583,097 1 4393583,097 2,886 .108
ATR
TIEMPO 2136715,138 2 1068357,569 .697 SIl

Parámetro
de no

centralidad
Potencia

observada3
2,866

1,394

381

149
ATP *TPI 4992921.006 2 2496460,503 1,626 224
ATP *
TIEMPO * 9463130,676 4 2365782,669 1,543 232
TP1

3,256

8,172

296

381

Error(ATP) 27598636,252 lO 1533257.570

a. Calculado con alfa = 05

TABLA — XXXII: Pruebas de los efectos inter-Sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio

Suma de
cuadrados tipo Media

Fuente III .iL cuadrática E Si .
Intercept 191345356,305 1 191345356,305 21,637 000

Parámetro
de no

centralidad
Potencia

observadt
21,837 992

TIEMPO 26114889,682 2 13057444,841 1,477 .255 2,953 274
TP1 121987425,341 2 60993712,670 6,897 006 13,794 872
TIEMPO

TPI
51559193,501 4 12889798,375 1,458 .256 5,830 381

Error 159181827.796 18 8843434,878

a. Calculado con alta = 05
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TABLA- XXXI II: TEST DE KRUSKAL-WALLIS DE ATP

1.- TEMPERKWRA

MUESTRA

¡8

18

18

RANGO

24.22

40.72

17.55

Nivel de Significación:0,000032

2.- TIEMPO

TIEMPO

ib

FINAL

4h

Sh

Nivel de Significación:0,59

TEMPERATURA

40C

1 00C

200C

MUESTRA

9

27

9

9

RANGO

28.11

28.66

21.00

29.88
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E.- Nucleátidos de Adenina: estudio conResonanciaMagnética

Los resultadosobtenidosestánrepresentadosen gráficos,desdela Fig.151hastala Fig.I’70.

Las dos primerasfiguras son la representación,mediantede la resonanciamagnética,de los fosfatos

ricos enenergíadel músculogastrocnemio:el medial,Fig.151,y el lateral,Fig.152.En ambosseaprecian

los trespicos de! Al?: pico beta(entre -10 y -20ppm),el alfa (ente-5 y -10 ppni) y e! gamma(entreO

y -5 ppm), el pico de PCr,que se toma comoreferencia(en O ppm) y el pico del Pi y los compuestos

PME y PDE(ente+5 y +10 ppm).

Parael estudiodel ATP, el pico betanosservirá dc referencia principal para observarsu presencia

o ausencia,yaquelos picos alfay gammadel Al’? se superponena los picosalfa y betadel ADP, y a los

picos de otros compuestos,entreellosel DAN.

Al finalizar el periodode isquemiade 3 horas,los músculosgastrocnemiosmediales presentanuna

importante deplección del ATP (pico beta disminuido), ausenciade PCr y aumentodel Pi y

los compuestosPME y PDE, con los tres métodosde perfusión, Fig.153,155y 157, con mejor

recuperacióndel ATP a la semanacon sueros a 200C, Fig.154, y 1 00C, flg.1 56, y una menor

recuperacióncon suerosa 40C, Fig.158.Despuésde habermantenidotiemposde isquemia de 4 horas

apreciamosun descensoimportantedel Al? al perfundircon suerosa 200C, Fig.159,y a 40C, Fig.163,

con menor pérdidaconsueroa 100C, Fig.161.La pérdidadel PCr y el aumentodel Pi es similar,con

mayoraumentode los PME y PDEal utilizar suerosa 40C y 200C.La recuperacióndel AIX’ ala semana

se produceen los tres gruposde perfusión,siendomínima al perfundirconsueroa 200Cy persistencia

de losPME y PDE, Fig.16O,y unarecuperaciónfrancadel ATP al utilizar suerosa 100C, Fig.162,y 40C,

en donde pesistenlos compuestosPME y PDE, Fig.164. Al someteruna extremidad a 5 horas de

isquemia se producenlas mayoresalteracionesen los compuestosricos en fosfatosy unamenor

recuperacióndel Al? quecon tiemposinferiores.Con sueroa 200Cse aprecianlos tres picosdel Al?,

aumentodel Pi y un gran aumentode losPME y PDE, Fig.165. El sueroperfundidoa 40Cpresentaun

gráfico con ausenciade pico betadel Al? valorabley aumentodel Pi y PME y PDE, Fig.169. Con

sueroa 1 00C los3 picos del Al? estándisminuidosperosonapreciables,ausenciade PCr y aumentos

del Pi y PME y PDE,Fig.167.A la semana,en la extremidadperfundida con suero a 200C no se

aprecianpicos valorablesde ATP y PCr (posiblespico betaa -8 ppm, gammaa -7 ppm y alfa a -2
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ppm, con PCr en O ppm),con persistenciadel Pi y gran cantidadde PME y PILlE, Fig.í66. Con sueroa

40C aparecenlos tres picos del ATP, persistenciade Pi y PME y PDE, Fig,170. La extremidad

perfundida con suero a 1000 presentala mejor recuperacióndel ATP, con sus trespicos claros,

presenciade POr, con persistenciade Pi y menordePME y PDE,Pig.168.

Con losresultadosgráficos obtenidoscon la RMN sepuedeapreciar que la perfusión con sueroa

1000 producemenores alteraciones y una mejor recuperación dc los compuestos ricos en

fosfato,encomparaciónconlaperfusión realizadaconsuerosa400 y 200C.

Si comparamoslos resultadoscuantificadosobtenidosmedianteMULO y los resultadosgráficos

conseguidosmediantela R?vtN, podemoscomprobarque son muy parecidoso similares. En ambos,la

perfusión mediantela técnica de la hipotermiaintermedia,suero a 10~C, consiguelosmejores

resultados,con un comportamiento delos músculosperfundidoscon suero a 200C y 40C

muy parecido,conresultadosalgosuperioresal utilizar sueroa 2000 en tiemposde isquemia de 3 horas,

perose invierte conperiodosde isquemiade 4 y 5 horas,teniendoleve predominioel sueroa400.
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Fig.-151: MúsculoGastrocnemioMedial, Basal
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Rew¡tados
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Fig.-155: 3hilO0C,Basal
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Fig.-165: 5h/200C,Basal
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Fig.-169: 5h/40C,Basal
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F.- RespuestaNeuromuscular

La respuestaneuromuscularse haobtenido utilizando un Tof-Guard INMT y registrando la

contraccióndel músculotibial anterior y/o el músculo extensor largo de losdedos.Al perffindir con

suero a 200G se pierdecapacidadcontráctil del músculocuantomayor sea el tiempo de isquemia,Tabla

XXXIV. Con la utilización de suero a 1 00C se observa una disminución del podercontráctil

muscular,pero con una mayor respuestaquela utilización de suerosa 40C y 200C, Tabla XXXV. Con

suero a 40C el comportamientoes parecido a la perfusión con suero a 200C, disminuyendola

contractilidadsegúnseamayorel tiempo de isquemia,TablaXXXVI.

Con 10 mA se obtiene una estimulaciónbasalmediade un 48,7 %; con la perfusióna 40C hay una

respuestamediatotal del 25,55%,con sueroa 100Cdel 30,27%y con sueroa 200C del 25,41 4/- 1,41%,

Fig.187.

Contiemposde isquemiade 3 horasy perfusióna 200C se apreciaun descensodesdeel 50 +1- 5%

hastael 25 4/- 5% al final de la isquemia, permaneciendoigual al revascularizar,Fig.171,182y 183. Con

sueroa 100C hayun descensodesdeel 51,664/- 2,88%hastael 23,33 4/- 2,88% y asccensoa los 30

minutosderevascularizarbastael 26,664/- 5,77%, Fig.174,181y 183. El sueroa 40Cproduce una calda

desdeel 50 +1- 8,66% hastael 21,66+1- 2,88%, con ascensoal revascularizaral 23,33 41- 2,88%,

Fig.177,180y 183. A la semana,hay un ascensocon las tresperfusiones,hastael 35 +1- 5% con sueroa

200C, Fig.171,182 y 183, hastael 50% con suero a 100C,Fig.174,181 y 183,y hastael 33,33 4/-

11,54%con sueroa 40C, Fig.177,180y 183. La isquemiade4horasproducemayoresdisminucionesde

la respuestamuscular,con sueroa 200C hayun descensodesdeel 48,33 +1- 5,77%hastael 11,66+!-

2,88%al final de la isquemiay ascensoligero hastael 13,33 4/- 2,88% al revascularizar,Fig.172,182y

184 con sueroa 100C se produceel mayor descenso,desde55 4/- 5% hastael 8,33 4/- 2,88% y ligera

recuperaciónhastael 11,66 +1- 2,88% al revascularizar,Fig.175,181y 184; la perfusiónconsueroa 40C

produceuna disminucióndesdeel 46,664/- 5,77% hastael 13,33 +1- 5,77% y aumentoposteriorhasta

18,33 4/- 7,63%, Fig.178,180y 184. A la semana,con sueroa 200C se recuperahastael 23,33 4/-

5,77%, Fig.172,182y 184; con suero a 100C se producela mayor recuperación, hastael 46,664/-

5,77%,EigJ7S,181y 1841; laperfusiónconsueroa40C hastael 26,66+1- 5,77%,Fig.178,18Oy 184. La
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isquemia de 5 horas produce los mayores descensosen los valores obtenidos y las menores

recuperaciones.Con sueroa 200C hayuna disminución desdeel 43,33 4/- 16,07% hastael 5%, con

aumento al 8,33 +/- 7,63% al revascularizary al 16,664/- 7,63% a la semana,Fig.I’73,182 y 185 con

sueroa 100C hay un descensodesdeel 46,664/- 7,63%hastael 10 4/- 5%, con nueva disminuciónal

revascularizarhastael 6,66 4/- 2,88% y elevaciónhastael 26,664/- 2,88% a la semana,FigA’76,181 y

185; la perfusiónconsueroa40C provocaun descensodesdeel 46,664-!- 5,77%hastael S0/o,conmínima

recuperación hastael 6,66 +/- 2,88% al revascularizary aumentoal 15% a la semanadela isquemia,

Fig.I’79,180y 185.

Lasmediastotales,tomadaspor tiemposde isquemiay por temperaturasde perfusión, se describenen

las Fig.186y 18’?.

Al estudiarlos tiemposde isquemiaapreciamosquela mejorrecuperaciónse producecon tiemposde 3

horas,menorcon4horasy muchomenorrecuperacióncon5 horasdeisquemia,Fig.186.

Si tenemosen cuenta las temperaturasde perfusión observamosqueel sueroa 100C presentala

mejor recuperación,siendola mismaal perfundirconsueroa 200Cy 40C, Fig.187.

En el estudioestadísticoexisteunarelaciónmuy significativa (p<0,OOOI) entre el momento de la

medida y el tiempo de isquemiay el momento y la temperatura de peifusión, muy significativa

(pc0,0001) respectoal tiempo de isquemia y significativa (p<0,04) en relación a la temperatura,

Tabla XXXVII y XXXVIII. Con los contrastes multivariadoshaymayor relación significativa

(pc0,0001) entreel momentoy la temperturaqueentreel momentoy el tiempo (p’CO,OOS). Con el test

de Kruskal-Wallis es significativa(pc0,08)la interacciónentreel tiempoy la temperatura.

La estimulacióncon20 mA presentaun valorbasalmediode un 72,594/- 1,11%, con la perfusióna

40C hayunarespuestamediatotal del 46,52%, con sueroa 100C del 49,58% y consuero a 200Cdel

50,41 4/- 2%, Fig.195.

Con tiempo de isquemiade 3horasy perfusióna 200C seproduceun descensodesdeel 73,334/-

2,88% hastael 51,66 4/- 5,77%, con un nuevodescensoal revascularizar hastael 48,33+/- 2,88~/~,

Fig.171,190 y 191. Con sueroa 100Chayun descensodesdeel 71,66+/- 2,88% hastael 38,334/-

7,6%, aumentandoal revascularizarhastael 41,664/- 5,77%, Fig.174,189y 191. El suero a 40C

originaun descensodesdeel 56,664/- 5,77% hastael 45 4/- 8,66%, elevándoseal revascularizarhasta
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el 51,664/- 10,4%. Fig.177,188y 191. A la semanahayun ascensode todoslos valores,con sueroa

200C se producela menorrecuperación,al 50%, F1gÁ71,190 y 191; con suero a 100Cencontramos

la mejor recuperación,el 70 4/- 5%, Fig.174,189y 191, y con sueroa 40C recuperaciónsuperior al

sueroa 20«C, 53,33 4/- 17,55%, Fig.177,188y 191. Al someter a una extremidad a 4 horas de

isquemia y perfusióna 200Chayun descensodesdeel 73,334k 2,88% hastael 43,334/- 7,63%, con

nuevodescensoal revascularizarhastael 41,664/- 7,63%, Fig.172,190y 192. Con sueroa 100C hay

un descenso desdeel 73,33 4/- 2,88% hastael 28,334/- 2,88Va, con aumento al revascularizar

hastael 33,33 4/- 2,88%, Fig.175,189y 192. Al perfundir con sueroa ‘VG hay una caida desdeel

71,664/- 7,63% hastael 404k 5%, con una recuperaciónal revascularizar hastael 48,334/-

2,88%, Fig.178,188y 192. A la semana,con sueroa 200C no hay variaciónen sus cifras con

respecto a las obtenidas al revascularizar,41,664/- 12,58%,Fig.172,190y 192; con suerosa 100C y

40C se produceun ascensode sus cifras, con sueroa 100C hastael 68,33 4/- 2,88%,Fig.175489y

192, con sueroa40C hastael 53,33 4/- 2,88%,FígA78,188y 192. Al mantenerla isquemia5 horasy

perfundir con sueroa 200C hay una disminuciónde susvalores desdeel 78,33 4/- 5,77% hastael

31,66 4/- 14,4~/o, elevándoseal revascularizar hastael 38,33 4/- 16,07%,Fig.173,190 y 193; con

sueroa 100Chay un descenso desdeel 78,334/- 2,88% hastael 25 +/- 8,66%, con nuevo descenso

al revascularizar hastael 23,334/- 10,4%,Fig.176,189y 193; el sueroa 40Cproduceunacaída desde

el 76,66 +1- 11,54% hastael 13,33 4/- 2,88% y aumento al revascularizar hastael 20 %,

Fig.179,188y 193. A la semana,se produce un descensode sus valores al pefundir con sueroa

200C, hastael 33,33 4/- 16,07%, Fig.173,190y 193; con sueroa 100C encontramosla mayor

recuperación, hastael 43.33 4/- 2,88%, Fig.176,189y 193, y con suero a 40C existe una menor

recuperación,hastael 28,33 4k 2,88%, Fig.179,188y 193.

Las medias totales, tomadaspor tiemposdeisquemia y por temperaturasde perfusión,se exponen

en las Fig.194y 195.

Observandolos tiemposde isquemia, la mejor recuperaciónal cabode una semanase producecon

isquemias de 3 horas,seguidapor la isquemiade 4 horas y menor recuperacióncon 5 horasde

isquemia,Fig.194.

Si consideramos las temperaturasde perfusión podemoscomprobar comoconsuero a 100C
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obtenemoslas mejoresrecuperaciones,seguido de la perfusióna 40C y la peorrecuperaciónes con

sueroa200C,Fig.195.

Medianteel análisis estadistico aparece una relación muy significativa (pC0,0001)respectoal

tiempode isquemia,la relación entre el momento de la toma y el tiempo de isquenila,y entreel

momento de la toma y la temperaturadel suero,siendosignificativa(p-CO,OI) con respectoa la relación

entre el momento de la toma,el tiempo de isqueniia y la temperaturade perfusión,Tabla ML

y XL. Mediante el métodode los contrastes multivariados apreciamosun nivel muy significativo

(p<O,OOOl)entreel momento y el tiempo o la teniperatura,siendosignificativo (p’CO,O4) relacionando

el momento,el tiempo y la temperatura.El test de Kruskal-Wallis presentaun nivel muy significativo

(p<O,OO3)relacionandoel tiempode isquemiay la temperaturade perfusión.

Al producir un estimulocon 30 mA obtenemosun valorbasal mediode un 89,444/. 2,14%,con la

perfusióna 40C hayuna respuestamedia total del 59,72%,con suero a IO0C es del 63,19%y con

sueroa200Cesdel 58,474/- 2,81%,Fig. 203.

Al manteneren isquemia durante3 horasa una extremidady perfundirla con sueroa 200C, se

produceun descensode la respuestamuscular desde el 80 +/- 5% hasta el 61,66 4/- 2,88%,

disminuyendomásal revascularizar,hastael 55 4/- 5%, Fig.171,198y 199; consueroa 100C hay una

caídadesdeel 95 4/- 8,66% hastael 45 4-!- 5%, ascendiendoal revascularizarhastael 53,33 -4-1- 2,88%,

Fig.174497y 199; el suero a 40C induce un descensodesdeel 76,664/- 25,16%hastael 61,66 +1-

15,27%,ascendiendoal revascularizarhastael 65 4/- 18,02%,Fig.1’77496 y 199. A la semanade la

isquemiaencontramosun aumentoenla respuestaneuromuscularcon suerosa 100C,hasta83,33 4/-

5,77%, Fig.174,197 y 199, y a 200C, hasta604k 14,24%, Fig.171,198y 199, permaneciendosin

variacionesal perfundir con sueroa40C, 60%,Fíg.177,196y 199. El periodode isquemiade 4 horasy

perfusióncon sueroa 200C produceunadisminuciónde sus valores desdeel 91,664/- 2,88%hastael

48,33 +/- 5,77%,conelevaciónal revascularizar hastael 50 4k 8,66%, Fig.172,198y 200; el sueroa

100Cdisminuyedesdeel 96,664/- 5,77%hastael 38,33 +/- 2,88%,ascendiendoal revascularizarhastael

43,33 +/ 2,88%, Fig.175,197y 200; la perfusión con sueroa 40C produceuna disminución de la

respuestaneuromusculardesde el 93,33 4/- 15,27% hasta el 56,66 4/- 5,77%,aumentando al

revascularizarhastael 60 4/- 10%, Fig.178,196y 200. A la semana,la perfusión con suero a 100C
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aumentade maneraespectacularhastael 80 4/- 50/a, Fig.175,197y 200; menorelevaciónal perfundircon

sueroa 4W, hastael 65 -‘-1- 8,66%, Fig.178,196y 200, y la perfusióncon sueroa 20W permanecesin

variación en suscifras con respectoa las de revascularizar,de 504k 13,22%, Fig.1’72,198y 200. Con

periodosde isquemiade 5 horasy pefusióncon sueroa 200C apreciamosun descensodesdeel 85 ~4-/-

8,66%hastael 38,33 R-/- 16,07%. aumentandoal revascularizarhastael 40 4/. 17,32%,Figil3,198 y

201; el sueroa 10W produceuna caida desdeel 91,66 4/- 2,88%hastael 354/- 13,22%,no variandosu

valor al revascularizar,FigJ76,197y 201; consueroa 4W hay un descensodesdeel 95 4k 50/o hastael

15%, ascendiendoal 25% al revascularizar,Fig.I 79,196 y 201. A la semanaasciendentodos los

valores,correspondiendoel mayor ascensoa la perfusióncon suero a 100C,bastael 61,66 4/- 7,63%,

Fig.1’76,197y 201; seguidode la pefusióncon sueroa 4W, hastael 38,334/- 2,88%, Fig.1’79,196 y

201, y la menorelevaciónocurre consueroa20W, hastael 41,66+k7,63%,Fig.173,198y 201.

Lasmediastotales,tomadaspor tiemposde isquemiay por temperaturasdeperfusión,se hallan en las

Fig.202y 203.

Como en casesanteriores,la mejor recuperaciónneuroniuscularse produceen las isquemias de 3

horas,seguido de las 4 horasy la peorrecuperaciónenisquemiasde 5 horas,Eig.202.

Lastemperaturasde perfusión se comportanmostrandounamejor recuperaciónen las extremidades

perfundidascon sueroa 10W,menorrecuperaciónconsueroa4W y laminimarecuperaciónse consigue

al utilizar sueroa 200C,Fig.203.

En el análisisestadísticode la varianzase muestrauna relación muy significativa (pc0,001)con el

tiempo, el momentode la muestray el tiempo o la temperatura;y la relación entreel momentode la

toma,el tiempode isquemiay la temperaturadeperfusiónes muysignificativa (p’CO,O0O1),Tabla XLI y

XLII. Loscontrastesmultivariadosconfirman dicha relación, siendo más significativo (p’CO,OOOI) la

relaciónmomentoy temperatura,quela relaciónmomentoy tiempo (pc0,002) y la relaciónmomento

de la toma, tiempode isquemia y temperatura de perfusión (pc0,005).El test de Kruskal-

Wallis muestraunarelaciónmuy significativa (pc0,001)entreel tiempodeisqueniiay la temperaturade

perfusión.

Al estimularcon 40 mA obtenemosun valor mediobasalde un 95,55 +/- 1,68%; con la perfusión

con sueroa40C se consigueuna respuestamedia total del 64,02%,consueroa 10W del 68,88%y con
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sueroa 200Cdel 60 ±/- 2,94%, Fig.211.

La isquemiade 3 horascon perfusióna200C originaun descensode losvaloresdesde93,33 4/- 5,77%

hastael 68,334/- 5,77%,descendiendoaúnmásal revascularizar,hastael 63,334/- 5,77%, Fig.171,206

y 207; con suero a 100C hay una disminución desde el 95 4/- 13,22% hasta el 51,66 +1-

12,58%,ascendiendo al revascularizarhastael 56,664/- 10,4%, Pig.174,205y 207; el sueroa 40C

produce un descensodesde el 90 4/. 17,32% hasta el 61,66 4/- 14,43%,con un leve ascensoal

revascularizar,hasta el 63,33 4/- 16,07%, Fig.177,204 y 207. A la semana,todos los valores

ascienden.Con sueroa 200Chastael 71,664/- 2,88%, F¡g.171,206y 207; con suero a 100Chastael 90

4/- 18,02%,Fig.174,205y 207, y conel sueroa 40C asciende hastael 70 4/- 17,32%, Fig.177,204y

207. En los periodosde isquemiade 4 horaspefundidoscon sueroa 200Cse origina un descenso desde

el 86,66 4/- 5,77%hasta el 43,33 4/- 10,4%,aumentando al revascularizar hasta el 50 4/-

13,22%,Fig.172,206 y 208; con suero a 10W hay una caída desde el 100%hasta el 48,33 4/.

2,88%,ascendiendoal revascularizarhastael 51,664k 2,88%, Fig.175,205y 208; conperfusióna 40C

hay una disminución desde el 100%hasta el 58,33 +1- 2,88%, aumentando la respuestaal

revascularizar,hastael 61,664k2,88%, F¡g.178,204y 208. A la semana, asciendentodoslos valores.

El mayor aumentose produceperfundiendocon sueroa 10W,hastael 91,66 +1- 2,88%, Fig.175,205y

208; a continuación, la perfusióncon suero a 40C, hastael 68,33 4/- 5,77%, F’ig.178,204 y 208, y la

menor elevación es consueroa 20W, hastael 51,66±!- 17,55%, Fig.172,206y 208. Manteniendo la

extremidad en isquemia durante5 horas se producenlos mayores descensosen la capacidadde

respuestaneuromuscular.Al perfundircon sueroa 20W se produceun descensode los valoresdesdeel

90 4/- 10% hastael 30 4/- 5%, ascendiendoal revascularizarhastael 33,33 4/- 7,6%, Fig.173,206y

209. Si la perfusiónes con sueroa 10W hayun descensodesdeel 100 4/- 5% hastael 35 4/- 8,66%,

aumentandoal revascularizarhastael41,664/- 15,270/o, Fig.176,205y 209. Con sueroa 4W disminuye

desdeel 105 4/- 5%hastael 18,334/- 2,88%, elevándoseal revascularizarlaextremidadhastael 26,66

4/- 2,88%, Fig.179,204y 209. A lasemana,asciendentodoslos valores.La perfusiónconsueroa 100C

producela mayor recuperaciónde la contractilidad,hastael 65 4/- 5%, Fig.176,20Sy 209, seguidade la

perfusión con suero a 4W, hastael 45 4k 5%, Fig.179,204y 209. La menor recuperaciónocurre

consueroa 20W,hastael 38,33 4/- 7,63%,F¡g.173,206y 209.
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Las medias totales, tomadaspor tiemposde isquemiay portemperaturasde perfusión,se exponenen

las Fig.210y 211.

Con tiemposde isquemiade 3 horasla recuperaciónde la contractilidades mejorquecon4 horasde

isquemiay muchomejor quecon5 horasde isquemia,Fig.210.

La perfusiónconsueroa 10W muestrala mejor recuperaciónde la contractilidadmusculara la semana

de la isquemia,conmenorrecuperacióncon sueroa40Cy muchomenorcon sueroa 20W, Eig.211.

En el análisis de la varianzaaparece una relación muy significativa (p-c0,OOOI) con respectoal

momentode la toma y al tiempode isquemia,así como a la relación existenteentreel momentode la

medicióny el tiempo o la temperatura,y la relaciónentre el momento,el tiempo y la temperatura,

Tabla XLIII y XLIV. En el test de Kruskal-Wallis hay una relación significativa (p<O,Oí) entreel

tiempo de isquemia y la temperaturade perfusión.

La estimulacióncon 50 mA origina un valor mediobasal de un 98,52 4/- 1,7%; con la perfusióncon

sueroa 40C se obtieneunarespuestamedia total del 67,08%,con sueroa 10W es del 68,88% y con

sueroa 200Ces del 65,284/- 2,91%, Fig.219.

Al mantener en isquemia 3 horas una extremidad y perfundirla con suero a 200C

obtenemosunarespuestaneuromuscularque disminuye desdeel 101,66 4/- 2,88% hastael 71,664/-

2,88%, elevándosede forma leve al revascularizar hastael 73,33 4/- 5,77%,Fig.171,214y 215; con

sueroa 100C se producela mayorcaida,desdeel 95 4k 13,22%hastael 53,33 4/- 7,63%,elevándoseal

revascularizarhastael 61,664k 10,4%, Fig.174,213y 215; el sueroa 40C manifiestaun descensodesde

el 96,664k 15,27% hasta el 63,33 4/- 16,07%, ascendiendoal revascularizarhasta el 68,33 4/-

16,07%,Fig.177,212y 215. A la semana,laperfusiónconsueroa 10W producela mayor recuperación

de la contractilidad,hastael 93,33 4/- 15,27%,Fig.174,213y 215; con sueroa 4W hay algo menosde

recuperación,hastael 75 4/- 13,22%,Ftg.í’77,212y 215, y la menorrecuperaciónse produceal utilizar

sueroa 200C, hastael 76,674/- 2,88%, Fig.171,214y 215. Si la isquemiaprovocadaes de 4 horas,al

perfúndircon sueroa 20W observamosun descensode la contractilidaddesdeel 95 4/- 8,66%hastael

48,33 4/- 10,4%,aumentandoal revascularizarhastael 51,66 4/- 12,58%, Fig.172,214y 216. Con el

sueroa 100Chay un descensodesdeel 98,33 4/- 2,88% hastael 45% y ascensoal 50% al revascularizar,

F¡g.175,213y 216. Al utilizar sueroa 40C hayuna caida desdeel 101,67 4/- 2,88% hastael 56,664/-
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5,77% y aumentoal 68,33 4/- 2,88%al revascularizar,Fig.178,212y 216. A la semana,asciendencon

los tresmétodosdeperfusión;con sueroa 10W se producela mayor recuperaciónde la contractilidad,

hastael 93,33 4/- 10,4%, Fig.175,213y 216, seguidode laperfusiónconsueroa 40C, hastael 71,664/-

2,88%, F¡g.178,212y 216,y menor recuperacióncon el suero a 20W, hasta el 58,33 4k 17,55%,

Fig.172,214 y 216. Con tiempos de isquemia de 5 horasse producen las mayores

pérdidasde capacidadcontráctil. Al perfundirconsuero a 20W hay un descenso desdeel 93,33 4/-

11,54% hasta el 35 +1- 13,22%, con ascensoal 36,66 4k 10,4% al revascularizar,Fig.173,214y

217; utilizandosueroa 10W hayuna importante caidadesdecl 101,66 4k 7,63%hastael 30 4k 10% y

ascensoal41,664/- 15,27%al revascularizar,Fig.176,213y 217; consueroa 4W hayuna disminución

desde el 103,33 4k 2,88% hasta el 21,66 4k 2,88%,aumentandohasta el 28,33 4/- 2,88 % al

revascularizar,F¡g.179,212y 217. A la semana,asciendentodoslosvalores.El sueroa 100Cpresentala

mejor recuperación,del 63,33 4/- 7,63%, Fig.176,213y 217; seguido del suero a 4W, que presenta un

50%,Fig.179,212y 217, con menorrecuperaciónal utilizar sueroa 200C, que es del 41,664/- 5,77%,

Fig.173,214 y 217.

Las medias totales,tomadaspor tiemposde isquemia y portemperaturasdeperfusión,se representan

en las F¡g.218y 219.

La recuperación de la contractilidad se producede manera másfácil con isquemias de 3

horas,seguidode las 4 horasde isquemiay menorrecuperacióncon5 horas,Fig.218.

Al perfundirconsueroa 100Cse obtienenmejoresporcentajesde recuperaciónmusculara la semana

del experimento,seguidode laperfusióncon sueroa4W y menorcon sueroa20W, Fig.219.

En el análisisestadisticoapreciamosunarelaciónmuy significativa (p<O,OOOI)con el tiempo, con la

relaciónmomentode la toma y tiempode isquemiao temperaturade perfusión,y la relaciónmomento,

tiempoy temperatura,Tabla XLV y XLVI. En el testde Kruskal-Wallishay unarelaciónsignificativa

(pC0,04)entrela interaccióntiempode isquemiay temperaturadeperfusión.
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TABLA - XXXIV:RESPUESTA NEUROMUSCULAR (VALORES OBTENIDOS
A UNA TEMPERATURA DE 200 C, +1- 1 0C)

-__

rcf %

T¡empo~ BlusA

=___

3h CS Basal 33,7 55

RESPUESTA NEUROMUSCULAR

2OmA 3OmA 4OmA SOmA

75 80 90 lOO
3h ISQ 26,2 30 55 60 65 70

3WREV 27,8 30 45 50 60 70

1 SEMANA 32,3 35 50 60 70 75
3h CÓ Basal 33,8 50 75 75 90 >00

3hISQ 26,5 20 55 65 75 75
3O~ REY 27,1 ¡5 50 60 70 80

¡ SEMANA 34,7 30 50 60 70 75

Ah C16 Basal 32,8 45 70 85 lOO lOS
3hISQ 26,1 25 45 60 65 70

3W REY 27,7 30 50 55 60 70
¡SEMANA 33,1 40 50 60 75 80

4h CS Basal 33,7 55 75 90 90 lOO
-$hl5Q 25,1 15 50 55 55 60
3OREV 27,1 ¡5 50 60 65 65

1 SEMANA 35,5 30 55 65 70 75

4h CíO Basal 31,6 45 75 95 80 85
4hISQ 23,8 lO 45 45 35 40

3OREV 26,5 10 40 45 40 40
¡ SEMANA 32,2 20 30 40 35 40

411 CII Basal 32,4 45 70 90 90 lOO
.lhlSQ 24,0 lO 35 45 40 45

3W REY 26,0 15 35 45 45 50
¡ SEMANA 32,3 20 40 45 .50 60

511 C9 Basal 34,7 55 75 80 lOO 100

ShI5Q 24,0 5 40 50 35 45
JWREV 26,8 15 50 50 40 40

¡ SEMANA 35,2 25 45 50 45 45
511 C25 Basal 31,6 25 85 95 80 80

ShISQ 25,4 5 15 20 25 20
JWREV 25,8 0 20 20 25 25

ISEMANA 33,3 Jo >5 35 30 35
511 C29 Basal 33,7 50 75 80 90 lOO

5hISQ 26,7 5 40 45 30 40
30’REV 27,1 lO 45 50 35 45

ISEMÁNA 35,9 15 40 40 40 45

ISQ: Isquemia; REY: Renscolarlzaei¿n.

Cm Número de conejo utilizado.

T ‘C: Temperatura medida en pieL
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TABLA - XXXV: RESPUESTA NEUROMUSCULAR (VALORES OBTENIDOS
A UNA TEMPERATURA DE 10 “C, -Ii- 1 0C)

Tiempo

r c % RESPUESTANEUROMUSCULAR

tOmA ZOmA 3OmA 4OniA 5OniA

3k

311

311

Ch Basal
JhISQ

30’ REY
¡SEMANA

32,4

22,2

23,0
32,9

55 70 lOO lOO lOS

25 30 40 50 55

30 35 55 60 65
50 70 80 105 líO

50 75 >00 >05 lOO

20 40 50 65 60

30 45 55 65 70

50 75 90 95 90

50 70 85 80 80

25 45 45 40 45

20 45 50 45 50

50 65 80 70 80

CUS nasa>
3h 15Q

30 REV
¡ SEMANA

(220 Basal
31.ISQ

30 REY
¡ SEMANA

32,>

22,4
23,1
34,7
30,6
21,1
21,6
32,9

411

4h

4»

(213 Basal

4hl5Q

30’ REV

¡ SEMANA

33,5

22,0

23,1

34,2

55 75 lOO 100 lOO

5 30 40 50 45

10 35 45 50 50

50 70 80 95 105

50 70 90 lOO lOO

10 25 35 45 45

15 30 40 50 50

40 65 75 90 90

60 75 100 lOO 95

lO 30 40 50 45

lO 35 45 55 50

50 70 85 90 85

(215 Basal
4h15Q

30’REY
¡SEMANA

C23 Basal
41. ISQ

30’ REY
¡SEMANA

32,8
22,0

22,9
33,!
31,7
22,0

22,8
35,7

511

Sh

5h

(226 Basal
5hT5Q

30’ REV

¡ SEMANA

30,4
22,1
23,0

32,8

45 80 95 95 95
lO 15 20 25 20
5 15 25 25 25

25 45 55 60 55
55 80 90 >00 110
15 30 40 40 30
5 20 30 45 45

25 40 60 65 65
40 75 90 105 lOO

5 30 45 40 40
10 35 50 55 55
30 45 70 70 70

(228 Basal
ShISQ

30REV
1 SEMANA

30,9
23,2
24,7
33,3

(230 Basal
5h15Q

30REV
¡SEMANA

32,3

22,3
25,8
34,9

ISQ: Isqsaemia;REVt RcvascularfracIé~t

Cm Número de conejo utilizado,
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TABLA• XXXVI: RESPUESTA NEUROMUSCULAR (VALORES OBTENIDOS
A UNA TEMPERATURA DE 4 “C, +/- 1 “C)

Tiempo
r c_¡ % RESPUESTANEUROMUSCULAR 1

tOmA ZOmA 3OmA -SOmA SOmA

311 (217 Basal 31,8 60 60 lOO lOO 110
3h ISQ 22,4 25 50 75 70 75

30 REV 23,5 25 60 80 70 80
SEMANA 32,5 40 70 80 80 85

Basal 32,1 45 60 80 >00 >00

22,6 20 50 65 70 70
30 REV 23,9 25 55 70 75 75

1 SEMANA 32,9 40 55 70 80 80
311 (221 Basal 30,8 45 50 50 70 80

31115Q 21,9 20 35 45 45 45
30 REY 22,5 20 40 45 45 50

31,6 20 35 45 50 60
411 (218 Basal 32,3 40 65 80 100 ¡00

-ShISQ 21,8 lO 40 60 60 60

30 REY 22,6 20 50 60 65 70
¡ SEMANA 33,1 30 55 60 75 75

411 (222 Basal 32,0 50 70 90 lOO lOS

411ISQ 22,0 lO 35 50 55 60
30 REY 23,3 lO 45 50 60 65

4h
¡ SEMANA 33,3 20 50 60 65 70

(224 Basal 31,4 50 80 líO 100 100
hISQ 22,7 20 45 60 60 50

30 REY 23,6 25 50 70 60 70
ISEMANA 32,7 30 55 75 65 70

511 (227 Basal 31,8 50 90 95 lOO 100
5hISQ 21,2 5 15 15 15 20

30REV 22,3 5 20 25 25 30

5h
ISEMANA 35,7 15 30 40 45 50

105(231 Basal 31,4 40 70 90 110
Sh¡5Q 20,9 5 lO 15 20 20

30’ REY 22,7 5 20 25 25 25

511 (232
¡SEMANA

Basal
33,7 15 25 35 40 50
32,1 50 70 lOO 105 105

51.159 21,8 5 15 15 20 25
30’REV 23,3 10 20 25 30 30

1 SEMANA 34,8 15 30 40 50 50

159: Taqueada;REY: Re.ascularizaclén.
Cm,: Número de conejo utilizado.
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TABLA — XXXVII: Pruebasde efectos¡nfra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida

Suma de Parámetro

Fuente
cuadrados

tipo III
Media

cuadrática F 0
000

de no
centralidad

Potencia
observadaa

PlOMA 21334,028 3 7111,343 315,627 946,880 1,000
PlOMA *
TIEMPO

784,722 6 130,787 5,805 .000 34,829 995

P1OMA”TP1 1093,056 6 182,176 8,086 000 48,514 1,000
P1OMAt
TIEMPO *
TP 1

352,778 12 29,398 1,305 243 15,658 647

Error(P1OMA) jfl~§7
a. Calculado con alta = 05

TABLA — XXXVIII: Pruebas dolos efectos ínter-sujetos

Medida:
Variable transformada: Promedio

Fuente
lntercept
TIEMPO
TP1
TIEMPO
* TP1

Suma de
cuadrados
2!Ej1j... .jL

Media
cuadrática E ~jj,,,,

000
000
041
954

Parámetro
de no

centralidad
Potencia

observadaa
1,000
1,000

617
,077

19804,688
994,097
137,847

11,806

4
4
4
4

19804,688
497,049
68,924

2,951

1096,875
27,529
3,817

163

1096,875
55,058
7,635

654

Error ~j99Q j~
a. Calculado con alfa = 05
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TABLA — XIL: Pruebasde efectos intm-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida

Suma de Parámetro

Fuente
cuadrados

tipo III 1
Media

cuadrática F -~§~j
000

de no
centralidad

Potencia
observada’

P2OMA 23145139 3 7715,046 225,704 677,113 1,000
P2OMA *
TIEMPO

3668,056 6 611,343 17,885 000 107,309 1,000

P2OMA*TP1 2944,444 6 490,741 14,357 000 86,140 1,000
P2OMA *
TIEMPO
TP1

952,778 12 79,398 2,323 018 27,874 920

Erro r<P2OMA) jfr~§33 54

a. Calculado con alfa 05

TABLA — XL: Pruebas de los efectos ínter-sujetos

Medida:
Variable transformada- Promedio

Fuente
Intercept
TIEMPO

TP1
TIEMPO

TEl

Suma de
cuadrados
j!p2jiL
64411,169

904,282

75,463
162,731

.j~
1
2
2
4

Media
cuadrática
64411,169

452,141

37,731
40,683

1
1780,840

12,501

1,043
1,125

.
.000
000

373
376

Parámetro
de no

cenfralidad
1780,840

25,002

2,086
4,499

Potencia
observada’

1,000
989

204
262

Error §~j9~• ~ —~2§J&2~. — — —
a. Calculado con alfa = ,O5
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TABLA — XLI: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida

Suma de Parámetro

Fuente
cuadrados

tipo III ~L
3

Media
cuadrática E

de no
centralidad

Potencia
observadaa

P3OMA 34208 333 11402,778 280,417 ,000 841,252 1,000
P3OMA*
TIEMPO

3323,611 6 553,935 13,622 000 81,734 1,000

P3OMA * TPl 3526,389 6 587,731 14,454 000 86,721 1,000
P3OMA *
TIEMPO *
TP1

1908,333 12 159,028 3,911 000 46,930 996

Error(P3OMA) 2~flA33 54 9~L —

a. Calculado con alfa 05

TABLA — XLII: Pruebas de los efectos inter-sujetos

Medida:
Variable transformada: Promedio

Suma de Parámetro

Fuente
cuadrados

jQ
1

Media
cuadrática F •~Jj

000

de no
centralidad

Potencia
observada’

Intercept 98705,787 98705,787 1383,322 1383,322 1,000
TIEMPO 1464,005 2 732,002 10,259 001 20,517 969
TP1 107,755 2 53,877 755 484 1,510 158
TIEMPO
* TPl

284,954 4 71,238 .998 ,434 3,994 253

Error 2§A2Z~ 18 71,354

a. Calculado con alfa = 05
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TABLA — XLIII: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida

Suma de Parámetro
cuadrados Media de no

Fuente tipo Hl aL cuadrática E frg~ centralidad
P4OMA 41030,324 3 13676,775 747,895 .000 2243,684
P4OMA *
TIEMPO 4381,481 6 730,247 39,932 000 239,595

Potencia
observada’

1,000

1,000
P4OMA TP1 2927,315 6 487,886 26,679 000 160,076

P4OMA*
TIEMPO * 1079,630 12 89,969 4,920 000 59,038
TP1

1,000

1,000

Error(P4OMA) §Z~99 54

a. Calculado con alfa = 05

TABLA — XLIV: Pruebasde losefectosinter-sujetos

Medida:
Variable transformada: Promedio

Suma de Parámetro
cuadrados Media de no

Puente 2~ailQ j~ cuadrática F centralidad
lntercept 111650,521 1 111650,521 1428,069 000 1428,069

Potencia
observada’

1,000
TIEMPO 2051,389 2 1025,694 13,119 000 26,238 992
TP1 356,597 2 178,299 2,281 131 4,561 .402
TIEMPO
* TP1

376,389 4 94,097 1,204 343 4,814 301

Error 1407.292 18 78,183
a. Calculado con alfa = 05
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TABLA —. XLV: pruebas de efectos intra-sujetas.

Medida:
Esfericidad asumida

Suma de Parámetro

Fuente
cuadrados

tipo III 3
3

Media
cuadrática E

de no
centralidad

Potencia
observada’

PSOMA 42583,657 14187,886 693,868 000 2081,604 1,000
P5OMA *
TIEMPO 4068,981 6 678,164 33,166 000 198,996 1,000
P5OMA”TP1 3135,648 6 522,608 25,558 .000 153,351 1,000
P5OMA *
TIEMPO *
TP 1

946,296 12 78,858 3,857 000 46,279 .996

Error P5OMA .j.flii6L 54 20,448

a. Calculado con alfa = 05

TABLA — XLVI: Pruebas de los efectos ínter-sujetos

Medida:
Variable transformada: Promedio

Suma de Parámetro

Fuente
cuadrados

~~JlQ 2
2

2

Media
cuadrática F §~j

000
000

de no
centralidaci

Potencia
observadaa

lntercept
TIEMPO

121504,687
2612,847

121504,687
1306,424

1587,000
17,063

1587,000
34,127

1,000
999

TP1 58,681 2 29,340 383 687 766 102
TIEMPO
* TP1

322,222 4 80,558 1,052 408 4,209 265

Error 1378128 18 76,562

a. Calculado con alfa = 05
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IV.- DISCUSIÓN



Discusió,í

4.1. DISCUSIÓN

El reimplanteo la revascularizaciónde un segmentode un miembro que incluye unamasamuscular

importantepuedeserun procedimientopeligroso e inclusorepresentarun riesgovital parael paciente.

El éxito o el fracaso de cualquier reimplante está ligado de manera íntima al tiempo que

ha permanecidoen isquemiael tejido a reimplantar,y la supervivenciadel tejido estáen relaCióndirecta

con la resistenciaquepresentael tejido a la hipoxia, debidoal metabolismocelularespecíficode cada

tejido. Por ello, una de las preocupacionesmás importantesdel cirujano microvasculares el llamado

tiempode isquemia.

De todoslos tejidosde las extremidades,el músculoes el menostolerante a la isquemia(111,120,149)

ya quela hipoxiaproduce una granalteracióndel metabolismocelular, quese mantieneenanaerobiosis

duranteel tiempo que dura la isquemia(140,184).Duranteel mismo, seproduce un aumentode los

productos ácidos derivados de este metabolismo y una pérdidade los fosfatos de alta energía

(55,100,111).

Fué Volkmann (230),en 1 881,el primero en sugerir quela contractura isquémicasucediacomo

resultadode unanecrosismusculary suposteriorfibrosis.

Por ello, paraconseguirel reimplantede un miembrocon éxito, es decir, con buenafuncionalidad,el

tiempo de isquemia tieneque ser lo más corto posible (58,112,155),ya que hay un defecto en la

produccióndeenergíay unaacidosisintracelular,evitandola necrosismusculary la posibleapariciónde

la toxemiadel reimplante(falla múltiple de las funciones vitales) y un síndrome co¡npartimental

(aumento de la presión en los compartimentosmusculares,asociado al edema postraumáticoy

postanóxico)(140) cuando se restableceel flujo sanguíneo.En ellos, la viabilidad del músculo y la

función neuro-muscularse vencomprometidas(111).

Deahí quese hayanrealizadonumerososestudiosencaminadosa averiguarla toleranciadel músculo

esqueléticoa la isquemia,sola o en combinacióncon otros métodos,tal como la aplicación de un

torniquete (37,112,140), síndrome compartimental agudo (6,90,193),oclusión temporal de vasos

(92,100),reimplantes(73,111,140), reperfusión(15,164,174), isquemia normotérmica e hipotérmica

(20,94,167).Y diversosautoreshan comprobadoque el deteriorometabólicoy estructuraldel músculo

esqueléticoen un síndromecompartimentalagudo (147,148,173)es más severoque el observadoal
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aplicar un torniquete, duranteel mismotiempo,por laelevadapresión(90).

Por ello, se ha elegido un modelo experimental queno ha utilizado torniqueteni provocado

un síndrome compartimental, intentando remedar una lesión isquémica (amputación parcial) sin

fenómenosañadidos,y se ha mantenidola extremidaden isquemiadurante3, 4 y 5 horas.Se ha aplicado

un protocoloparala inducciónrápida,perono total, de hipotermia de la extremidady el mantenimiento

de lamismamediantela hipotermiaintermedia(100C +1- PC).

La primerafasede nuestroprotocoloparala conservacióndelas extremidadesha sidolaperfusióncon

suerofrío-helado(40C +1- PC). El tiempo necesarioparaquelos músculosprofundosdel muslode una

extremidadde conejo alcancenla temperaturade 100C es de 60 a 90 minutos.A continuación,se

mantienelaextremidadirrigadaconsuerofisiológico a 100 +1. PC.

Numerososinvestigadores(3,47,58)han demostradoquela conservaciónhipotérmica de miembros

isquérnicosprolongala viabilidad del músculo esqueléticoisquémico(102,149,167)y disminuyela

incidencia postoperatoria de la llamada toxemia del reimplante (90,118,221).Por lo general, se ha

supuestoqueel mecanismomedianteel cual la hipotermia ejerce sus efectosbeneficiosos,en un tejido

anóxico, es por una reducción de la actividad metabólicacelular (49,79,102),así conservareservas

energéticascríticas y mantieneal minimo elacúmulode metabolitostóxicos sobrantes(3,167,218).

En la décadade 1930,Alíen (3,4) realizó elprimerestudioformal sobre los efectos de la temperatura

en la toleranciade los tejidos de lasextremidadesa la isquemia.Alíen (3,4) postuló que contal quelos

tejidos de miembrosisquémicosno estuvieranrealmentecongelados,temperaturasde PC ó 20C, se

obtendrían los efectos más beneficiosos,debidos a un descensode la actividad metabólicay en los

requerimientosenergéticosde lostejidos.

Quesepamos,revisando la literatura, la hipótesisde Alíen (3,4) nuncaha sido corfirmada ni

desmentida,de forma específica,en lo quese refiereal músculoesquelético.

Los métodosdescritosmásrecientessobre la conservaciónde tejidos, antesdel reimplante de la

extremidad(149,184,221),en lo básico son unareiteracióndel métodode inmersiónen aguaheladaque

propusoAlíen (3,4) hacemásde 50 años.

La hipotermiadel tejido se considerabeneficiosaparael mantenimientode la viabilidaddel músculoen

miembrosamputados,antesdel reimplantequirúrgico,perohaypocosestudiosque establezcanquétipo
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de enfriamientoproduceun nivel óptimo de hipotermiaquereduzcaal mínimo la alteraciónmetabólicaen

el músculo isquémico(111,184).

Desde un puntode vista metabólico,el métodoóptimo parael enfriamientode amputacionesamplias

de extremidadeses aquel que disminuya la temperatura inicial de los tejidos profundos,360C,

hastalos 100Ca 1 ST de la maneramásrápidaposibley que, luego, mantengala temperaturacercade los

lOT (184).

Este protocolo de hipotermia tisular está ideado sólo pan la conservaciónde segmentosde

extremidadesamputadasquecontenganuna cantidadconsiderablede tejido muscular.No hayrazónpara

creerquecualquier fenómenometabólicoqueseaequivalenteal observadoen este estudio sucedaen

otros tejidosde las extremidades;así,no hay ventajas aparentes en utilizar este protocoloparala

conservaciónde dedos amputados.Su uso en amputacionesmás proximales retrasaráel deterioro

metabólicodel músculoisquémico,muchomejorquelo haríala inmersióncontinuaen un bañoheladoo

susequivalentes(184).

Es por lo que se ha elegido el métodode la hipotermia intermedia,enfriamiento rápido de la

extremidad con sueroa 40C y posterior mantenimientocon sueroa 100C, y su comparacióncon

otros métodosde enfriamiento,pudiendocomprobarcomoestemétodode enfriamientoes el óptimo para

la conservaciónde las extremidades.En todoslos experimentosrealizados,la utilización de estemétodo

de hipotermiaha mostradolos mejoresresultadoscon los trestiemposde isquemia,comparándoloconel

sueroa 40C y 200C.

Paraconseguirun enfriamientohomogéneoen los tres grupos,en los tiemposde isquemia de 3 horas

se ha perfundidosueroa 40C durante60 minutos; en isquemiasde 4 horasdurante75 minutos, y en las

isquemiasde 5 horasdurante90 minutos.

Experimentosprevioscon segmentosde extremidadesde animales,envueltosen plástico dentro de

un bañohelado, han reveladoque el tiempo necesarioparadescenderla temperaturade los músculos

profundosde 360Ca 1 ST variabaconcadaespecieycon los tamañosde las amputaciones.

Los tiemposdeinmersiónquenecesitanlas amputacionesrealizadasa distinto nivel en la extremidad

superiorhumanason:
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Muñeca: 20 minutos; Mitad del Antebrazo: 30 minutos;

Codo: 60 minutos; Mitad del Brazo: 90 minutos.

El tiempo requerido para alcanzar los 100C ha sido un 50% mayor (184).

El enfriamiento rápido de la extremidad con suero a 40C se debe a que el periodo inicial de

enfriamientoes crítico, ya quela mayor parte de la reservade fosfatosde alta energíadel músculoes

depleccionadadentro de la primerahoradeisquemiasi el enfriamientoes lento (111).

Los resultadosobtenidoscon el métodode la hipotermia intermediaen este experimentono estánde

acuerdocon los conseguidospor Rihira (111) enfriando la extremidadsólo consolución Euro-Collinsa

‘WC, así comoconlos de otros autoresque mantienenlas extremidadesenbaño helado,contemperaturas

de 00C a 10C (221). y si estánen consonanciaconlos descubrimientosde Swartz (212),Osterman

(155)y Sapega (184),al no encontrardiferenciasentrela conservación a temperaturaambiente

(220C) y el enfriamientoconvencionalenhielo (10C).

Ésto,sugierela posibilidadque la hipotenniadel tejido con 10(2 podría ser demasiadofría para la

conservaciónde la energíasuficiente por la maquinariametabólicacelular. Quizás,porel enfriamiento

extremo,sedisparaun procesoque consumeATP, lo cual no ocurridacon unaalteraciónmenosintensa

de la temperatura.Éstotendría importantesimplicacionesparala conservacióndemiembrosisquémicos,

porqueadiferenciadel cerebro,el riñón o el hígado,el músculono puedetolerardepleccionesseverasde

ATP comoresultadode unaisquemia(65,90,172).

Hadju (77), en 1951,observóque cuandoel músculodiafragmaextirpado de una rata se congelaba

a00(2 se contraíay desarrollabatensión,llamandoa este fenómeno“contracturafría” y afirmó que“éste,

explicaporquéel músculo diafragmase deterioramuchomásrápido a 00(2 quea temperaturaambiente,

cuandose podiaesperarel efectocontrariosi nos basamosen fundamentosfisicos”.

Bendalí (11,12) y Hill (94), en los años70, redescubrieronen esenciael fenómenoquehabíadescrito

Hadju (77), y se le llamó ‘tensión fría”, despuésde determinarque la actividadde los miofilamentos

inducidapor el frío no eradebida ala despolarizaciónhipotérmicade la membrana.Hill (94) fonnuló la

hipótesissegúnla cual el frío extremopermitiría al Ca2~ salir desdeel retículo sarcoplásmicoa las

miofibrillas, mediantela inhibición de la bombade calcio de la membranadel retículo sarcoplásmico,

estimulandola ATP-asa de las miofibrillas, quehidrolizael ATE’, y asícausarunacontracciónmuscular
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activa consumiendo energía. Hecho confirmado por Locker (129), Sapega(184), etc.

Bendalí et al (11,12) han informado que el comienzo del rigor mortis (indicado por una casi completa

deplección de ATP) en el músculo esquelético de los mamíferos, que habían sido extirpados en fresco, se

puede retrasar unas 2,5 veces si la temperaturadel tejido se reducede 3700 a 17”C. Por contra, no

seliayó diferenciaen el tiempo del rigor mortis,o era mínima, entre la conservacióna temperatura

ambientey a 00C.

Diversos estudios,realizadosdesde entonces,han demostradoque si se disminuye la temperatura

de las fibras muscularesesqueléticasde los mamíferospor debajode los 1500 se produceun aumentoen

el nivel del Ga2~ libre sarcoplásmico(32,104,105).Cuando la temperaturaes superior a los 5~C la

cantidadde Ca2 libre alrededorde la miofibrilla permanecebaja, elevándosemuy rápido cuandola

temperaturase aproximaaO0C (12,45,184)y sigue aumentandoa medidaque continúa la exposiciónal

frío. La mayorcantidadde Ca2~libre sarcoplásmico,con temperaturasinferiores a5~C, activa la ATP-asa

miofibrilar, causandouna degradaciónconsiderablede AIF (11,12,32)y un aumento de la glucolisis,

condeplecciónde glucógenoy aumentode sus metabolitos(32,62,184),quefinaliza en una contracción

muscular.Las mitocondriasdel músculoesqueléticono liberan el Ca2~ almacenadoenellas en dichas

condiciones (141), lo queconfirmaal retículo sarcoplásmicocomola fuente de salidadel Ca2~haciala

miofibrilla provocado por el frío (35,104,105). Y el nivel de Ca2~ libre sarcoplásmicose relaciona

de maneralineal conelporcentajede acortamientoactivoproducidoenel músculo(45).

Seha descubiertoque la contracciónpor frío, del músculoesquelético, se produceen su mayor parte

en los músculos rojos, en especiesanimalesdiferentes (12,77,94).Con las temperaturasmásbajas,

cercanasa la congelación,se desarrollauna contracciónmuscularintensa(53,104,129,141).Losestudios

metabólicosde músculosisquémicosexpuestosahipotermiahanmostradoqueel aumentode la actividad

contráctilse asocia,de maneraclara,con unaelevaciónde la velocidadde consumode ATP (11,12,62)y

unaaceleracióndela glucolisis(62,184).

Lasfibras muscularesblancas,fibras muscularesde contracción rápida, al enfriarse en un bafo

helado,con 10C de temperatura,manifiestanunacontracción mínima por un lento descensoen la

velocidaddel metabolismocelular,en comparacióncon la isquemiaa temperaturaambiente(12,94,129).

En las fibras rojas, fibras muscularesde contracciónlenta,no es así (164).
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En diversosestudiosrealizadoscomparandoel consumo muscularde oxígeno con las temperaturas

de los tejidos,no se señalóla presenciade una respuestametabólicaparadójicaal frío extremo. Las

razones pueden ser dos. Primera, la contracción por frío es mucho más marcada bajo

condicionesde anaerobiosis(104,129,141). Segunda,como demostró Bendalí (11), el consumode

oxígeno porel músculoen reposoindica una bajaactividad metabólicade todaslas célulassólo cuando

la temperaturaestá cerca de los 120(2. Por debajo de esta temperatura, el consumo de

oxígenocontinúadisminuyendo,a pesarde un aumentoen el consumocelulartotal de energía(acróbico

másanaeróbico),quese relacionaconla actividadcontráctiloriginadaporel frío.

Traslos diferentesperíodosde isquemiase hanobservadodiversosgrados de EDEMA, apreciables

desdeel términode la isquemiay másvisibles a las 24 horas,comodescribenotros autores(209,212).

Con tiemposde isquemiade 3 horas,se recuperanlos valoresbasalesa la semanaalperfundirconsueroa

100C y 200(2, que difiere de lo apreciado por Swartz(212), persistiendo el edemaal utilizar sueroa 40(2~

Con períodosde isquemiade 4 y 5 horasel edemapersiste a la semana,siendo menosintensocon

perfusióna 100(2 en lostrestiempos,seguidode la perfusiónconsueroa 200(2para4 horasde isquemia~,,

de la perfusiónconsueroa 40(2 paralas 5 horasde isquemia.

Medianteel análisisde sangrese han obtenidolos diferentespH en los distintos tiempos.En todos

ellos, se ha comprobadouna disminución del mismo al finalizar el tiempo de isquemia y una leve

recuperacióna los 30 minutosderevascularizar,siendomásmanifiestoconperiodosde isquemiade 4 y

5 horas. A la semanadel experimento,sólolas extremidadesperfundidascon sueroa 100C,hipotermia

intermedia, presentanun pH semejanteal basal. Con sueroa 200(2 se recuperael pH pero sin llegar

a sucifra basal,siendomásmanifiestoconperfusióna 40(2, en dondela recuperacióndel pH quedamuy

pordebajodelbasal,Fig.23y 24.

Losvaloresobtenidosen esteexperimentono estánen relacióncon los obtenidospor Swartz (212),

cuyos descensosdel pH en losmismos tiempos de isquemiasonmuy supenorescon temperatura

ambiente(220(2). El pH musculardescendiódesdeel nivel control de 7,43 hasta 6,76 +1- 0,06 alas 3

horasde isquemiay a 6,12 +1- 0,14 a las 6horas(212).Tampocoestánde acuerdocon los resultados

aportadosen sus estudiospor Sapega(184),en lo referentea las temperaturasde enfriamientode 10(2 y

220C. Con ellas, a pesarde un descensodel pH casi idéntico, los músculosquese enfriaron a 10(2
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mostraban una acidosis total menor que los músculos conservados a 220C. En los resultados obtenidos

enesteexperimento,al final de los tiemposde isquemiade 3 y 4 horas hay una mayor acidosiscon suero

a 200G,siendomayorcon sueroa 40C si la isquemiaes de 5 horas.A la semana,la recuperaciónes mejor

al utilizar suero a 200C que a 40C. Si se estáde acuerdo en que la menor acidosistotal se

producecon temperaturasmantenidas entre 100C y 150C, según Sapega (184). Tampoco se

correlacionancon los resultadosobtenidospor Chiu (43) en isquemiascon torniquetede 3 horasen

perros,consudescensodel pH másintensoy unarecuperaciónmásrápidaen 15 minutos.

En estudiosbásicosde fisiología celular (47,49)se ha mencionadola alcalinizacióninicial, durantela

primera hora, quese produce al enfriar un tejido, hecho no apreciadoen este estudioal realizar las

mediciones al finalizar los tiemposde isquemia. Es muyprobable que las poblaciones de fibras

musculares,tantorojas como blancas,sebeneficienmuchodeestaalcalinización inicial celular,ya que

éstadisminuyedemaneradrásticala severidadde laacidosisposteriorde cada célula(65,183,184).

Los resultadosobtenidosdel estudiode la GLUCOSA ponende manifiesto un descensoimportante

duranteel tiempoen quela extremidadpermaneceen isquemia,menosacusadoy conmejor recuperación

utilizando la técnica de la hipotermiaintermedia queconla perfusión de suero a 200C y 4ÓC,

amboscon un comportamientosimilar, Fig.40y 41.

Los valoresde UREA estándescendidosal finalizar los períodos de isquemia y se elevan al

revascularizarla extremidad,estandopróximosa los valoresbasalescon sueroa 40C y 100C,con leve

ascensoal utilizar sueroa 200C.A la semana,la ureapresentavaloresbasalessi utilizamosla técnicade

la hipotermiaintermedia, peroestámáselevadaal perflindir con sueroa 40C y la mayorelevaciónse

produceconsueroa 200C,F¡g.48y 49.

Al observarel comportamientodel (2ALcYIO vemosun descensoimportante al finalizar los tiempos

de isquemia,másintensoal perfundir con suero a 40C y menor con la hipotermiaintermedia;el menor

descensose produceconsueroa 200C. Al revascularizar,las cifrasmenoresseaprecianconla técnica de

la hipotermiaintermedia,siendomáselevadasy parecidascon sueroa 200C y 40C, repitiéndoseestas

proporcionesa la semana(cifras próximasa las basales),Fig.56y 57.

El POTASIOpresentaun comportamientosimilaral calcio y ala urea. Seproduceun descensode sus

valoresal finalizar los períodosde isquemia,muy intensocon sueroa 40C y manifiestocon 200C.A los
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30 minutos de revascularizar hay una elevación importante del potasio, con cifras próximas a las basales

con suero a 40C y mediante la hipotermia intermedia y un ascenso de sus valores al utilizar suero a

200C. A la semana, todos los valores son superiores a los basales, con mayor grado de elevación para el

suero a 200C y menores aumentos para el suero a ‘WC y mediante la hipotermia intermedia, Fig.64 y 65.

En los valores obtenidos de la QOT, LDH y CPK observamos un comportamiento distinto a los

valores anteriores.La GOl presentaun aumentode sus cifras al finalizar los periodosde isquemia,

menos intenso con la hipotermiaintermedia, seguidode la utilización del sueroa 40(2 y los valoresmás

altos se observan al perfundir con suero a 200C. Al revascularizar, se producen las mayores elevaciones,

siendo más intensas cuanto mayor haya sido el tiempo de isquemia. Con la técnica de la hipotermia

intermediase producenmenoresascensos,siendomásintensosconsueroa 40(2 y los másimportantesse

observan consuero a 20~C. A la semana,la técnicade la hipotermia intermedia tiene unos valores

similares a los basales,el enfriamientocon sueroa ‘WC presentamenoresvaloresquelos basalesy la

perfusióncon sueroa 200(2producecifras superioresa las basales,convalorestotales.Con respectoalos

tiemposde isquemia,consueroa 40C en la isquernia de 3 y 4 horaspresentavalores por debajo de los

basales, siendo superiores con isquemia de 5 horas;con sueroa 200(2 es a la inversa.La hipotermia

intermedia mantiene sus valores próximos a los basales, Fig.72 y 73.

La LDH presenta un aumento de sus valores al finalizar los tiempos de isquemia,másmanifiestoal

utilizar suero a 200(2, menor parael sueroa ‘WC y cifras cercanasa lasbasalesmediantela hipotermia

intermedia.Al revascularizarascienden todos los valores, siendo las mayores elevacionespara la

perfusióncon sueroa 20~C y 40(2 y menorparala hipotermiaintermedia.A la semana,la perfusióncon

sueroa 200(2 presentacifrassuperioresa las basales,siendocifras inferiores alas basalesal utilizar suero

a40(2 y la hipotermiaintermedia,con valorestotales.Por tiemposde isquemia,consueroa 40Cy 3 horas

de isquemiase apreciaun descensodesusvalores,con aumentosa las 4 y 5 horas de isquemia; con

sueroa 200(2 aumentaen todos lostiemposde isquemia; la técnicade la hipotermiaintermediapresenta

aumentosde susvalorescercanosa los basalescon isquemiasde 3 y 4 horas,elevándosecon isquemias

de 5 horas,Fig.80 y 81.

La (2PK manifiesta una clara elevación de sus cifras al finalizar los tiempos de isquemia, más intensa

cuanto mayor sea el tiempo de isquemia y con suero a 200(2,seguido del suero a 4%?. Al revascularizar,
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las cifras más elevadasse obtienencon el suero a 40C, seguido del suero a 200C y menor con la

hipotermia intermedia. A la semana, todas las cifras son inferiores a las basales, con mayor descenso para

la perfusión con suero a 200C. seguido del suero a 40C y valores no tan descendidos con la técnica de la

hipotermia intermedia, utilizando valores totales, Por tiempos de isquemia, el suero a 4%? y periodos de

isquemia de 3 y 4 horas presenta cifras menores que el suero a 20%?, invirtiéndose con isquemias de 5

horas. A la semana, el suero a ‘WC presenta cifras menores a las basales con los tres tiempos de

isquemia; el suero a 200C presenta cifras superiores a las basales en isquemias de 3 horas, iguales con

isquemia de 4 horas y muy inferiores con isquemia de 5 horas. La hipotermia intermediapresenta

siempre los valores mejores con respecto a los basales, Fig.88 y 89.

Los valores serológicos obtenidosen esteestudio estánde acuerdo con lo descrito por Swartz (212) y

con su afirmación que la pérdidaintensa de potasio muscularpuede estarligadaal deterioro del

transporte activo en la membrana celular, un mecanismoquerequierela fosforilación oxidativa,pero no

se está de acuerdo en su tiempo de 4 a 6 horas de isquemia caliente como tiempo máximo de

reimplante, pues con perfusión a 200C (temperatura ambiente) los valores de 14+, GOl, LDHy CPKcon

5 horas de isquemia estaban muy alterados, con un pronóstico metabólico-funcional bajo para la

extremidad. También, están en relación por lo descrito por Chiu (43) al comprobar incrementos, en la

vena femoral, de la CPKen isquemiasde 3 horas con torniquete.

Los valores de las enzimas CPK, GOTy LDH son indicadores del grado de lesión muscular. Sesabe

que estas enzimas están concentradas en el tejido muscular. Cuando se lesiona el músculo estas enzimas

se escapan hacia la sangre venosa en proporción con la extensión del daño de las células musculares

(149). El paso de estas enzimas a la sangre es mayor cuanto más se prolongue el tiempo de isquemia en

un miembro amputado, y más a temperatura ambiente que si se conservan enfrio (149).

Presta (167), en 1981, ha indicadoque los datos obtenidosconel análisisde los enzimasséricosno

son útiles cuando se estudian aislados y distanciados del episodio isquémico inicial, y que si lo son

cuando se les relaciona con los descubrimientoshistológicosy ultraestructurales.

Rubin(179), en 1992, comprueba elevaciones de la CPKsegún es mayor el tiempo de isquemia. Los

valoresobtenidosse relacionanconel dañomuscularproducidoentre1 y 4 horasde isquemia.

Ihnken(100), en 1996, en experimentosllevados acabopara controlarel daño producido por la

266



ni

revascularización y perfusión de sustancias, tras 6 horas de isquemia, apreció aumentos de la CPK, LDI-l

y K~ como exponentes de lesión muscular, con descensos del pH, ATE’ y Glucosa, siendo confirmado por

otros autores (143). Con un mejor control de la reperfusión disminuyen las lesiones, apreciando un

mayor consumo de oxígeno y glucosa, con descenso del K+ y del edema de la extremidad y aumento del

pH y del AP’ (100).

El estudio experimental del síndromecompartimentalha demostradoquela lesión muscular, medida

por los valores elevados de CPKy LDHtotal, sucede muy al principio del síndromecompartimentaltibial

anterior. Los valores absolutos de estas enzimas, sin embargo, no están relacionados con la cantidadde

presión introducida pues, en ocasiones, tras realizar una fasciotomia, estos valores no regresan a su valor

normal sino que se elevan. Esta observación puede explicarse por el acúmulo de sangre existente dentro

del compartimento, a nivel de la microcirculación, y que es reabsorbida en dicho momento. Si la

fasciotomía se realiza en las primeras 12 horas el músculo puede ser funcional (85,148,176), lo que

sugiere que los cambios irreversibles en la microcirculaciónno ocurren,lo másprobable,hastadespués

de 12horasde haberseiniciado un síndromecompartimental(134,135).

Este ha sido uno de los motivos por el cual no se ha utilizado, en este estudio, el aumento de presión

intracompartimental ya que, además, queda muy limitado a una zona de la extremidad y produce una sene

de fenómenos (mayor afectación del nervio) que no imitan una amputación total o parcial de una

extremidad. Los resultados de 12 horas son ciertos para ese experimento, que dista mucho de las 4 y 5

horas que se han estudiado en este trabajo experimental.

Las complicaciones metabólicas dependientes de la isquemia arterial aguda (25,225,229)y de la

necrosis tisular secundadaa éstahansido estudiadasde maneraexhaustivaen los últimos añosdentro

del llamado sindrome de revascularización. Durante la fase isquémica aparece acidosis metabólica

azotemiae hiperpotasemia,que si no se corrigen rápido pueden ocasionar la muerte del paciente. La

acidosismetabólicaes variabley dependede la glucolisis anaerobia,conproducciónde ácido láctico y

pirúvico por la anoxia tisular; estosmetabolitosdesciendenelpH y la concentraciónde bicarbonato.La

revascularización afecta de manera principal al metabolismo del potasio y se produce una hiperpotasemía

dependiente de la citolisis. Esta alteración es un factor pronóstico que puede ocasionar el fallecimiento

del paciente en la revascularización (25,195), por elevación brusca de la tasa de potasio en sangre. Los
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cambios enzimáticos afectan de manera especial a la CPK, LDH, GOTy GPT, lo que se traduce en

esencia en el daño del músculo estriado. Cuando la isquemia avanza, los grupos musculares se

edematizan e induran de forma progresiva. Este daño muscular también puede evidenciarse por la

aparición de mioglobinuria (192,195),ademásde un descensode la diuresis. El fracasorenal agudo

dependedel grado de isquemiadel músculo,la acidosisy la mioglobinuria (192). En los casosleves, la

alteración renal es transitoria y reversible, mientras que en los casos con complicacionesmetabólicas

severas la mioglobinuria y la acidosis persistente pueden conducira un fallo renal irreversible,La

mortalidad asociadaa lascomplicacionesmetabólicas dela isquemiaarterialagudade las extremidades

está,de maneraaproximada,entre un 30%a 80% de loscasos,mientrasque la tasade amputaciónde la

extremidades del 30% al 50%(195).

Se han descrito diferentes cambios histológicos en los músculos isquémicos utilizando microscopia

óptica y electrónica en el experimento realizado. Con microscopio óptico e histoquimica se aprecia que

la rotura de células musculares, depósitos cálcicos,grasaen las fibras lesionadasy en losmacrófagos,la

desorganización intermiofibrilar, vacuolas celulares y un infiltrado inflamatorio generalizadossirven

como una clara indicación de fibras inviables. Con el microscopio electrónico los cambiosisquémicos

encontrados han sido ensanchamientode los espacios interfibrilares, fibras musculares con

desorganización de la estructura fibrilar, vacuolas y rotas, anormalidades mitocondriales (como

hinchazón y/o rotura mitocondrial y desorganización de las crestas, con cuerpos densos), presencia de

fibroblastos, hinchazón del retículosarcoplásmico,pérdidade losgránulosde glucógeno,sarcómerasno

alineadas, aumento de las gotitas de lípidos, lesiones vasculares, como destrucción parcial de la pared,

vesículasde pinocitosisy aumentodel espacioperinuclear.y nervios intramuscularescon alteraciones

de lavainade mielina, siendoindicativosde lesiónmuscularirreversibleal sergeneralizadas.

La desorganizaciónde la vaina de mielina, zonas de roturas y picnosis nuclear,junto con la

vacuolización de las célulasde Schwann,se aprecian en los nervios femorales e indican lesión

irreversible.

Estaslesionesconstituyen manifestacionesmorfológicasde células muscularesmuertas y nervios

irrecuperables. El número de fibras con dicha degeneraciónencontradastras una isquemia,con

supervivenciadel músculode uno o másdías,estánrelacionadascon el fracasoen la recuperaciónde la
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contractilidad.

Con perfusión mediante la técnica de la hipotermia intermedia estos hallazgos se producen a las 5

horas y no en todas las fibras musculares, con zonas de regeneración focal (infarto en evolución);

utilizando perfusión con suero a 4%? y 200C estas lesiones son focales y aisladas a las 4 horas de

isquemia, presentando fibroblastos aislados con el suero a 40C, siendo las lesiones más importantes y

extensas con isquemias de 5 horas en ambos, con fibroblastos más frecuentes. Con tiempos de isquemia

de 3 horas las lesiones son focales y reversibles con los tres métodos de perfusión, Fig.90a 123.

A nivel del nervio femoral, las lesionesmás gravesse producen con perfusión a 4%? a partir de las 4

horas de isquemia, siendo lesionesirreversibles con 5 horas en perfusión con suero a ‘WC y 20%?. La

perfusión con suero a 100C, hipotermia intermedia, produce lesiones menos graves y reversibles, incluso,

a las 5horas de isquemia, Fíg.124 a 129.

Muramatsu (149), en 1985, encuentra, con microscopio óptico, tanto en músculos conservados en frío

como a temperatura ambiente, edema intrafibrilar, hinchazón de las fibras, núcleo picnótico,

hialinización de las fibras musculares y su separación del endomisio, con menor afectación para la

consevación en frío. Si la isquemia era de 6 horas, al revascularizar el músculo regresaba a la normalidad

en la extremidad conservada en frío. Si eran 12 horas de isquemia, se apreciaban hinchazón y destrucción

de capilares y roturas fibrilares, indicando una lesión irreversible. Con microscopio electrónico (149)

aprecia edema miofibrilar, vesículas intracelulares, cromatina nuclear dispersa, separación de los

filamentos en la fibrilla, ensanchamiento de los espacios interfibrilares, hinchazón y destrucción del

retículo sarcoplásmico y ausencia de gránulos de glucógeno, mitocondrias hinchadas, con pérdida de la

matriz densa, desorganización de las crestas y la presencia de cuerpos densos intramitocondriales,

alcanzando su máximo diámetro a las 6 horas de isquemia y sin diferencias según el método de

conservación.

El examende seccionesde tejido muscular conmicroscopio óptico y electrónico revelan una

correlación entre el escape de las enzimas y la extensión del daño dc la célula muscular en el músculo

isquémico. El hinchazón celular (edema) y la separación del endomisio de las células musculares han

sido los cambios característicos de isquemia aguda observados al microscopio óptico en preparaciones

de músculos isquémicos teñidas con hematoxilina-cosina (149). Al microscopio electrónico la presencia
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de ensanchamientosde los espaciosentrelas miofibrillas, la disminucióndel número de gránulosde

glucógeno y las anomalías mitocondriales, como hinchazón y aparición de cuerpos densos

intramitocondriales, se relacionan con los aumentos de las enzimas musculares en sangre venosa (149).

Además, las alteraciones mitocondriales están ligadas a una reducción del PH, sugiriendo que h

hinchazón mitocondrial y la presencia de cuerpos densos intramitocondriales son los cambios

irreversibles másprecoces y más definitivos observados en las células isquémicas (149).

Un descenso marcado de los gránulos de glucógeno en los espacios intermiofibrilares causa un

acúmulo de ácido láctico, producido por un metabolismo anaerobio durante la isquemia. En un medio

ácido la mitocondria datada primero libera GOT y cuando la célula comienza a degenerar libera,

entonces, CPK, LDH y otras sustancias. Los cambios mitocondriales pueden ser reversibles en un 100%

si se padece una isquemia inferior a 18 minutos; se recupera un 50% después de 40 minutos, pero

después de 60 minutos el daño es irreversible (149).

Nuestros hallazgos no están de acuerdo con lo encontrado en los experimentos de Muramatsu (149), en

lo referente a los distintos tipos de perfusión, y sí se correlacionan con el tiempo de isquemia y las

alteraciones serológicas relatadas.

Van Alphen (220), en 1988, diseñó una clasificación con el microscopio óptico basada en los

descubrimientoshistológicosdel tejido muscularreimplantado,despuésde conservaciónen frío. En su

estudio,la necrosisfocal y la proliferaciónreactivade fibroblastosson parámetrosde lesión muscular

isquémica.La degeneracióndiscoideno fue vistaentodoslosgrupos experimentales,pero la necrosis

focal, la degeneraciónhialina y losprocesosde regeneraciónhan sido las manifestacionesmás

característicasen los músculosreimplantadosdespuésde unaisquemiafría de 12 horas.

En el procesoderegeneración,los brotesde células musculares,que se parecena células gigantes

multinucleadas,se puedenencontraren algunapartedel músculo.El núcleode la célula muscularestá

hinchado,vesiculado,contiene abundante cromatinaheteromórficay un nucleolo prominente,ha

emigradohaciael centrode la célulay aparecebasofilia citoplasmática(111,220).

Loshallazgosen estetrabajose hanpresentadoa partirde las4 y 5 horasde isquemia;incluso, con 3

horasdeisquemiahay pequeñasalteracionesmiofibrilaresreversiblescon suerosa 40C y 200C, perono

hay lesionesconsueroa 10~C. El tiempode 12 horasen isquenxiafría ha sido descritoen ratasy debería
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presentar lesiones más importantes.

Labbe (120), en 1988, describe un 30% de necrosis muscular después de mantenerlo en isquemia

durante 4 horas. Al microscopio electrónico presenta hinchazón de las mitocondrias, depósitos de calcio y

roturas fibrilares.

Messina (138), en 1990, con microscopio óptico, comprueba en ratones lesiones vasculares diferentes

según los tiempos de isquemia. Con 3 horas hay obstrucciones capilares difusas, sin lesiones de arterias o

venas. Con 4 14 horas se producen áreas de “no reflujo’, por lesiones de arterias y venas.

Pedowitz, en 1991(161,162) y en 1992 (163>, utilizando torniquetes con presiones de 350 mmflg para

isquemizar durante 2 horas las extremidades comprobó, con microscopia, que las zonas de necrosis

musculares estaban situadas en el centro de los músculos, afectando menos a la periferia.

El no utilizar en este trabajo la técnica del torniquete se debe a esa afirmación, ya que el torniquete

produce lesiones focales más intensas (zona de colocación del torniquete, con afectación del nervio por

compresión) y lesiones generales diversas (menos intensas).

Hickey (92), en 1992, comprueba que con 3 /2 horas de isquemia sobreviven un 40% de los músculos

estudiados, a las 4 horas sólo un 10,7% y a partir de las 6 horas no sobreviven. Los músculos más

dañados han sido los más próximos a la oclusión vascular.

Skjeldal (198), en 1992, utilizando el microscopio óptico, en experimentos de 4 /2 horas de

isquemia con distintas temperaturas, apreció que a 34%? siempre se producía la necrosis muscular; si la

temperatura era superior a 270C la necrosis era casi total; con temperaturas de 240C había un 80% de

necrosis; a 22%? había sólo un 29%de necrosis.

Sternbergh (207>, en 1992, no apreció lesiones musculares con microscopio electrónico en isquemias

de 1 hora pero sí en isquemias de 2 y 3 horas, con vacuolizacióndel endoteliode los vasos,edema

intracelular y disminución de la luz vascular. Las miofibrillas presentaban edema intersticial, hinchazón

de las initocondrias y distorsión de la estructura en bandas.

Petrasek (164), en 1994, describe una mayor afectación de las fibras musculares de contracción rápida

cuando los tiempos de isquemia son superiores a 5 horas. Si los animales son mantenidos en isquemia a

temperatura ambiente, se afectaban más los grupos musculares proximales que los distales. ‘Y si la

isquemia era a temperatura corporal, la necrosis muscular era uniforme, tanto con microscopio óptico
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comoconel electrónico(26,164,206).

Strock y Majno (209) estudiaron el cese de la circulación en el músculo de patas de ratas, realizando

isquemias con torniquete durante 2 ¼ horas. La microscopia electrónica del tejido muscular y del

endotelio capilar mostró que la lesión isquémica era de naturaleza focal y no se relacionaba con áreas con

flujo y sin él. El endotelio capilar mostró diversas lesiones, desde la balonización o hinchazón

mitocondrial hasta la destrucción parcial o la rotura total de la pared endotelial. Sus resultados

sugieren que 2 ½horas de isquemia ocasionan el suficiente daño capilar como para alterar la circulación

en el tejido muscular. Esta lesión parece reversible cuando la circulación a nivel capilar se restablece en

un periodo de 2 a 3 horas. Periodos superiores a 3 horas originan cambios irreversibles en el endotelio

capilar, los cuales bloquean la perfusión del músculo. Con 6 ó más horas de isquemia no es posible

afirmar si es el músculo el que ha sufrido la lesión irreversible o ha sido el endotelio capilar (209).

El músculo es muy propenso a sufrir daño, como se demuestra mediante estudios morfológicos y

bioquímicos, cuando se induce isquemia, considerándose a la hipotermia como beneficiosa para el

mantenimiento de la viabilidad muscular y la disminución de la toxemia del reimplante. Después de 5 a

6 horas de isquemia hipotérmica se han visto intensos cambios reactivos, como la proliferación de

fibroblastos interfibrilares, que se incrementan con el tiempo de isquemia (111,212). Además, la

hinchazón mitocondrial y la necrosis focal de las células musculares, así como también la hinchazón de

las células endoteliales capilares, se ven tan pronto como a las 2 horas de cesar el flujo sanguíneo (212).

Estos cambios morfológicos reflejan una lesión hipóxica de la actividad metabólica de

los tejidos, pues la producción obligada de fosfatos de alta energía está subordinada al

metabolismo oxidativo y es imprescindible para el transporte activo en las membranas celulares y para

las proteinas contráctiles del músculo esquelético (212).

De las observaciones antedichas es evidente que los sistemas enzimáticos implicados en la

fosforílación oxidativa son sensibles a la lesión isquémica y pueden ser el determinante de la

muerte celular. Estos sistemas están presentes en las mitocondrias del tejido muscular y en otros tejidos,

y el transporte activo a través de la membrana celular depende de ellos (50,51). La supervivencia del

músculo a la isquemia de 3 horas y no a la de 6 horas se explica por un fracaso de

los sistemas enzimáticos (212).
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Basados en investigaciones realizadas en el presente estudio, se ha observado que el máximo tiempo

de isquemia en hipotermia que garantiza la funcionalidad del miembro reimplantado, o de tejidos

trasplantados que contengan músculo, puede ser prolongado hasta las 5 horas, mediante conservación

hipotérmica con suero fisiológico utilizando la técnica de la hipotermia intermedia, con suero a 10%?, y

que las diferencias en la viabilidad de los músculos conservados en isquemia, entre cambios reversibles e

irreversibles, pueden ser demostrables de manera cuantitativa mediante el análisis del ATE’ y

otros fosfatos de alta energía mediante la técnica de HPLCy con su representación gráfica equiparable,

IaRNM.

Utilizando la HPLC, si tomamos los valores de AME’ en conjunto, podemos ver como con la

técnica de la hipotermia intermedia los valores obtenidos a la semana de la isquemia, con respecto a las

cifras al finalizar el periodo de isqueniia, se superponen o son similares; disminuyen dichos valores a la

semana si se utiliza suero a 4%? y están aumentados si se perfunde con suero a 200C, F¡g142. Si

apreciamos el ADE’, mediante la técnica de la hipotermia intermedia hay una disminución

importante de sus cifras a la semana de la isquemia, en relación a los valores al finalizar los periodos de

isquemia, lo mismo que al utilizar suero a 200C, pero con un descenso menor en sus valores; al

utilizar suero a 4%? se aprecia una elevación de sus cifras en ese mismo periodo, F¡g.146. Si observamos

los valores de ATE’ en conjunto comprobamos como con la técnica de la hipotermia intermedia se

producen los mayores ascensos al cabo de una semana, menor aumento al perfundir con suero a 200C y la

menor elevación es al utilizar suero a 4%?, E¡g.15O.

Los resultados gráficos de la RNMson equiparables a los obtenidos mediante HPLC. En isquemias de

3 horas se aprecia deplección del ATE’ y PCr, con aumentos de Pi y PMEy PDE, recuperando los

niveles de ATE’ a la semana de la isquemia, más manifiesto con suero a 100C y 20%?, y menos con suero

a ‘WC. A las 4 horas de isquemia se produce un descenso de ATE’ y PCr, con aumentos de Pi y mayor

aumento de PMEy POE, siendo más visible al utilizar suero a ‘WC y 20%?. La recuperación del ATE’ a la

semana de la isquemia se produce en los tres grupos, siendo mínima y con persistencia de los PMEy

POEcon suero a 20%?, recuperación mayor con suero a 40C y persistencia de los PMEy PDE; máxima

recuperación con la técnica de la hipotermia intermedia. Con 5 horas de isquemia se produce la pérdida

de los fosfatos ricos en energia y una menor recuperación de los mismos a la semana. Con suero a 4%?no
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hay señal valorable de Al? y aumentos de Pi, PMEy PDE; con suero a 20%? hay alguna señal de ATE’ y

aumentos de Pi, PMEy POE; con la hipotermia intermedia se aprecia señal de ATE’, pérdida de PCr y

aumentos de Pi, PMEy POE. A la semana, utilizando el suero a 200C no se aprecian picos valorables de

ATE’ y PCr, con persistencia de Pi y gran cantidad de PMEy POE; con suero a 40C aparece señal clara de

ATP, PCr y persistencia de Pi, E’ME y PDE; con la hipotermia intermedia hay claras señales de AY? y

PCr, persistencia del Pi y menor cantidad de PMEy PDE, PigiSí a 170.

Swartz (212), en 1978, en estudios del músculo vasto lateral de la pata de una rata, dejando intacto el

nervio ciático para eliminar el efecto de la denervación sobre el metabolismo de los fosfatos ricos en

energí a del músculo, analizados mediante cromatografia con líquido a alta presión de Brown (19), ha

obtenido los valores de AME’, ADE’ y ATE’ para comprobar el funcionamentoposteriorde la extremidad

en el periodo de recuperación. Respecto a los valores de Al? de las patas amputadas y mantenidas en

isquemia durante 5 horas, conservadas a temperatura ambiente (220C), en un baño helado (1%?) y

refrigeradas (40C), observó que el músculo mantenido a temperatura ambiente contenia el 5% del ATE’,

mientras que los otros dos métodos de conservación tenían el 14% de Al?. Esto se explica por el efecto

protector del frío sobre el músculo isquémico. En estos experimentos (212) se aprecian unos

niveles de ATE’ normales durante la primera hora de isquemia observando un descenso rápido en la

segunda. Esta veloz caída no se evitó con el almacenamiento a temperaturas frías (por debajo de 4%?). A

la vez, después de la primera hora, se produce un descenso lineal del pH, que corresponde al cese de la

fosforilación oxidativa y el comienzo de la glucolisis anaerobia y la producción de lactato, alcanzando

su punto más bajo, pH de 6,12, a las 6horas. Con el restablecimento de la circulación, en extremidades

mantenidas en isquemia durante 3 horas, los valores de AP’ y PH 5C recuperan en 24 horas, debido al

lavado del ácido láctico y al restablecimientode la fosforilación oxidativa pormedio de reacciones

enzimáticas intactas. En patas con isquemia de 6 horas a temperatura ambiente no se observó la

recuperación anterior. En la isquemia normotérmica la función muscular es satisfactoria si la

revascularización, y la circulación, se realizan dentro de las 3 horas post-isquemia. ‘Y el AY? no

ascenderá al 50%del valor control hasta doce días después de realizado el reimplante (212). Para otros

es normal a los siete días (111).

Eisenhardt (59), en 1984, ha comunicado que los valores de AY? descienden al 50% del valor normal
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después de una isquemia normotérmica de 2 horas, en un modelo experimental de reimplante con sección

delnerviociático.

Kihira (III), en 1991, comprobó mediante HPLC, en un modelo experimental en ratas con sección

del nervio ciático, que los valores de ATE’ descendían al 63%en un grupo control no isquémico sin

reimplantar, con respecto al grupo control. En el grupo de reimplantes, los valores eran similares al

anterior tras una isquemia fría de 9 horas, pero descendían al 61%a las 12 horas.

Rubín (179), en 1992, mediante HPLC, en experimentos en perros con 5 horas de isquemia

normotérmica y reperfusión durante 1 a 48 horas, comprobó un descenso de PCr y ATE’ y un incremento

de AME’ y ADE’. Tras la reperfusión, se recuperaron los valores basales de PCr, AMP y ADP

permaneciendo descendido el ATE’, con una disminución total del contenido de los nucleótidos. En los

músculos con necrosis mínima, la PCr ascendió a los niveles basales, el AMPy ADE’ se normalizaron y el

ATP se incrementó después de 1 hora de reperfusión, estando en niveles pre-isquémicos a las 2 horas. En

músculos con necrosis moderada, la PCr se recuperó después de 1 hora pero el ATP descendió,

elevándose a las 48 horas sin llegar a cifras basales. En músculos muy necróticos, el descenso del ATE’

fue muy superior que en los otros grupos, no recuperándose después de la reperfusión. El ADE’

descendió al perfundir. El AM? disminuyó durante la isquemia, se normalizó a la hora de reperfundir y

se elevó durante 48 horas más. La PCr aumentó después de 1 hora de reperfusión, conservando niveles

del final de la isquemia durante 48 horas.

Skejeldal (198>, en 1992, describió un descenso del ATE’ tras 4 1/2 horas de isquemia. El descenso del

ATE’ era similar a temperatura ambiente (21,70C) como con congelación (l,20C), con un aumento inicial

del PH en el músculo en hipotermia, lo que sugiere que el efecto protector de la hipotermia no es por

descenso del metabolismo sino por la alcalinización inicial que se produce en las células isquémicas, que

mitigará la acidosis posterior.

Ihnken (100), en 1996, demostró descensos del ATE’ después de 6 horas de isquemia. Con reperfUsión

sin control el descenso del ATP fue muy superior (por alteración del metabolismo respiratorio y

reducción del metabolismo de la glucosa).

Estudios de Hoult (99), utilizando técnicas de RNMen músculos intactos de ratas, han mostrado

que después de una amputación los niveles de PCr descienden de una manera lineal, hasta unos valores
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insignificantes, en una hora y media. No ha desaparecido aún la PCr cuando los niveles de ATP

empiezan a descender, desapareciendo la mitad a las 3 horas. Y el pH muscular cae basta 6,2 en el mismo

periodo de tiempo, acelerando su descenso después que el contenido de PGr es casi cero, a la hora y

media,relacionándoseconel comienzodel metabolismoanaerobioy laproducciónde lactato.

Osternian et al (155), en 1984, estudiaron la tolerancia del músculo esquelético a la isquemia,

analizandolos niveles de los fosfatosde altaenergíautilizando la espectroscopiadel P-31 con R.N.M.

Reconocenquelos niveles de AY? son unosparámetrossegurosen la identificacióndel gradode lesión

muscular debido a la isquemia. A mayor grado de lesión muscular,mayor pérdidade AP’ y mayor

fificultad para recuperarlo.

Las reaccionesbásicas de la isquemiay de la hipoxia en el músculo esqueléticoactivo, bajo

condiciones acróbicas y anaeróbicas, descritas por Radda (168> y Taylor (214), ponen de manifiesto un

descenso de la PCr de un 50% después de 5 minutos de isquemia, en un músculo contraído, con

incrementos del Pi y sin alteraciones en las concentraciones del ATE’ durante mucho tiempo.

Los niveles de ATE’ de los tejidos se mantienen a expensas de la PCr, hasta que se consume

en su totalidad. La isquemia finaliza con el descenso de la concentración de ATE’ y una acidosis a medida

que comienza la glucolisis anaerobia (212). En el miocardio canino la caída acelerada del AY? se nota

tras 1 hora de isquemia normotérmica (107,2 12). Tras la reperfusión, a los 30 minutos los valores de PCr

son normales, pero las cifras del ATE’ están por debajo del 50%, observándose un descenso

simultáneo en el consumo de oxígeno y en la contractilidad miocárdica, originados por las

alteraciones metabólicas que incapacitan al músculo cardíaco para utilizar el oxígeno disponible.

Eckert (55), en 1991, estudió muestras del músculo pectoral en humanos y del lattisimus dorsi en

perros y observó que el ATP siempre desciende su concentración después de desaparecer la PCr. En

humanos, con isquemia de 135 minutos y temperatura de 340C el AY? podía recuperarse al revascularizar

el músculo; con 205 minutos no se recuperaba y el músculo quedaba dañado de manera irreversible. Al

comparar con la PCr, comprobó como con una isquemia a 36%? desaparecía en 110 minutos y el AY?

a los 180 minutos, aumentando hasta los 270 minutos con isquemia a 26%? y el AY? hasta los 360

minutos. Concluye que el periodo de isquemia que puede considerarse como crítico en músculos

esqueléticos del hombre está en las 2,25 horas a 34%? y en 5 horas con temperaturas inferiores a 26%?.
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Los estudiosde Wolff(232), en 1993, demuestranquelos músculos esqueléticosde injertos,en

solución salina a temperatura ambiente, pueden ser viables con 3 horas de isquemia. Entre 3 y 4

horasde isquemialosconsiderablesdañosenel metabolismoenergéticosólo son recuperablesdespuésde

12 horas. Con más de 4 horas de isquemia hay una completa pérdida de las reservas energéticas, con

unas señales más débiles de ATE’. La acumulación de glucofosfatos y el incremento de la

acidez señalan la progresiva glucolisis anaeróbica, y un valor de pH de 6 parece ser crucial para la

supervivencia del injerto, ya que con 6 ó menos de pH las lesiones son irreversibles.

El estudio de la respuesta neuromusenlar con el Tof-Guard ha demostrado que los tiempos de 3

horaspresentanmejor recuperaciónque tiemposde 4 y 5 horas,quepresentala menor respuesta.Con la

técnica de la hipotermia intermedia se consigue la mejor recuperación al cabo de una semana de la

isqueniia, con menor recuperación con suero a ‘WC y la mínima se obtiene con suero a 200C, Fig.1’71 a

219.

Enlentecimientos de la velocidad de conducción nerviosa y disminución de la amplitud del potencial

de acción, como resultado de la isquemia, compresiones, etc., han sido descritos por diversos autores

(30,130,134>. El descenso de la amplitud del potencial de acción se atribuye, por la mayoría, a la

disminución del número de unidades motoras funcionantes (se sabe que la unión neuromuscular, no el

nervio en sí mismo, es el segmento de la unidad motora más sensible a la hipoxia, por alteraciones de los

vasos más pequeños) (6,37,130). Mediante estudios del nervio con microangiografia, tras 8 horas de

isquemia, se descubrió que la pared endotelial se volvía porosa y que las células endoteliales de los

vasos del nervio permitían escapes dentro de la substancia axonal. El resultado es una axontmesis o

interrupción en la continuidad del nervio, que era reversible (130). El mecanismo de la reducción de la

velocidad de conducción del nervio es menos claro. Algunos investigadores sostienen que las fibras de

conducción más rápida son más sensibles a la isquemia, otros afirman que son las fibras de conducción

más lenta, máspequeñas y no mielinizadas (37,163) y para otros la isquemia produce una reducción de la

velocidad de conducción de todas las fibras nerviosas (130,134). Además de los efectos directos de la

isquemia, otras explicaciones posibles para la disminución de la velocidad de conducción nerviosa

observada incluyen efectos de la temperatura, tóxicos, la presión y la acidosis (134,23 1).

En algunos experimentos, se ha comprobado como la capacidad del músculo para contraerse, con
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posterioridada una estimulacióneléctrica, disminuyedespuésde 3 horasde isquemianormotérmicay

desaparece tras las 6horas (212).

Lieber (127),en 1990, aprecióunareduccióndel 70% de la fuerzamuscular, a las 48 horas,despuésde

2 horasde isquemiacontorniqueteen cirugía de la rodilla.

Pedowitz(163),en 1992, en isquemias de 2 horas, observó que con presiones dc 350 mmHg la

velocidadde conducciónnerviosaserecuperabaa las 24 horas,pero con presionesde 1000mmlvlg no se

recuperaba.Y ésto estárelacionadocon lesionesintensasde la mielina, ya que la sensibilidadde los

nerviosa la isquemiadependedel diámetrodesusfibras.

Por investigacionesexperimentalescon síndromes compartimentales,se ha demostradoquelos

contenidos del compartimento tibial anterior de la pata del perro (circulación, función muscular y

conducción nerviosa), son muy susceptibles a los cambios en la presión dentro de dicho compartimento

(176), y se ha comprobado que el nervio peroneal es más sensible que el músculo esquelético a los

cambios de presión dentro de un compartimento cerrado; además, la proporción en la reducción de la

velocidad de conducción del nervio depende de la presión existente dentro del compartimento (85,176).

En la isquemia combinada que se produce, del nervio y del músculo, el nervio degenera seguido por una

atrofia y fibrosis del músculo(130,176).

La mcta específica de este estudio ha sido determinar el mejor método de perfusión y el máximo

tiempo de hipotermia que resistirían las extremidades amputadas, para que fueran funcionales al

reimplantarías, usando extremidades posteriores de conejos perfundidas con suero fisiológico a

tres temperaturas (200C. 100C o hipotermia intermedia y 40C).

Para este fin, se ha procedido a la medición de distintos parámetros bioquímicos, serológicos

y los metabolitos de los fosfatos de alta energia, así como la evaluación histológica, con microscopio

óptico y electrónico, que han sido apropiados e informativos, pero que aislados no nos ayudan a conocer

la verdadera capacidad funcional del músculo. Por ello, la medición de la contractilidad muscular

mediante estimulación eléctrica, a los 7 días del reimplante, relacionándola con los parámetros anteriores

sí nos proporcionan el mejor índice funcional de una extremidad.

Y se ha comprobado que la conservación de una extremidad en isquemia durante 5 horas
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perfundiéndola con suero fisiológico y utilizando la técnica de la hipotermia intermedia, es el tiempo

máximo en el cual dicha extremidad podrá ser funcional al reimplantaría, siendo éste método de

conservación el óptimo, habiendo quedado demostrado mediante la comparación con otros métodos de

conservación de extremidades (a temperatura ambiente o por perfusión de suero frio-helado) en un mismo

modelo experimental.
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5.1. CONCLUSIONES

1.- Desde un punto de vista metabólico-funcional, el método óptimo para el enfriamiento de

extremidadesmantenidasen isquemiaes la hipotermiaintermedia,perfusióncon sueroa 10%?. En

periodos de isquemia de 3, 4 y 5 horas ha mostrado una menor alteración metabólica e histológica y

un mejor índice derecuperaciónfuncionalde la extremidad,másnotoriocuantomenorseael tiempode

isquemia.

2.- El edemade la extremidadha sido siempremenor,con unamejor recuperacióndel mismo, en

periodos de isquemia de 3 horas, en comparación con tiempos de isquemia superiores. La perfusión

con la técnica de lahipotermiaintermedia, suero a 100C, produceun menoredemay unadesaparición

casi total del mismo a la semana, comparándolo con los otros dos métodos de perfusión, más manifiesto

conmayorestiemposde isquemia.

3.- La perfusión mediante la técnica de la hipotermia intermedia producemenores descensosdel

pH y una mejorrecuperacióndel mismo, másmanifiestoconmenorestiemposde isquemia(p<O,OOI),

quelaperfusióncon sueroa40C y a200C.

4.- La disminución durante los periodos de isquemia de los valores de glucosa, urea, calcio y potasio

y su recuperación a la semana se obtienen de manera más favorable perfundiendo con suero a 10%?

(p<O,OOl) y con menores tiempos de isquemia. La perfusión con sueros a 4%? y a 200C originan

alteraciones muyparecidas, con menor recuperación de los valores con suero a 200C.

5.- Las variaciones de los valores de la QOT, LDHy CPKestán muy relacionadas con la temperatura

de perfusión y el tiempo de isquemia (p<O,OOI>. El enfriamiento de la extremidad con suero a

100C, hipotermia intermedia, origina las menores alteraciones y una mejor recuperación de los valores,

próximos a los basales, al cabo de la semana.

6.- La perfusión con suero a ‘WC y a 200C originan descensos importantes de los mismos, con un

comportamiento inverso. Con tiempos de isquemia de 3 y 4 horas la perfusión con suero a 200C

presenta mayores alteraciones que la perfusión con suero a 40C; con 5 horas de isquemia sus efectos son

al contrano.
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7.- Con el microscopio óptico, la presencia de fibras necrosadas, depósitos cálcicos, infiltrado

inflamatorio y grasa en las fibras lesionadas y en los macrófagos en las diferentes técnicas de

tinción, y fibras con vacuolas y/o rotas y desorganización intermiofibrilar con las técnicas

histoquimicas, son indicativas de lesión irreversible del músculo si son generalizadas.

8.- En el microscopio electrónico, la presencia de fibras musculares con vacuolas, rotas y con edema

intersticial, mitocondrias balonizadas y con cuernos densos en su interior, pérdida de glucógeno y

sistema reticular dilatado, pérdida de la alineación de la sarcómera, fibroblastos interfibrilares, vasos

con vesículas de pinocitosis en la pared, destrucción parcial de la célula endotelial y aumento del

espacio perinuclear, y nervios intramusculares con rarefacción de la mielina, son indicativos de lesión

irreversibledel músculoal sergeneralizadas.

9.- La presenciaen los nerviosfemorales,estudiadosconmicroscopiaelectrónica,de homogenizadode

la vaina de mielina, vacuolas, picnosis nuclear y zonas de rotura, son signo de lesión irreversible.

10.- Las lesiones histológicas más importantes se han producido al perfundir con suero a 4%?, menores

con suero a 200C, aunque muy parecidas, y las menores lesiones se han observado al perfundir la

extremidad con suero a 1 00C. Y con tiempos de isquemia de 3 horas las lesiones son mínimas o

inexistentes, siendo muygraves y más generalizadas con tiempos de isquemia de 5 horas.

11.- La perfusión mediante la técnica de la hipotermia intermedia, suero a 10%?, origina menores

alteracionesy mejor recuperaciónde losnivelesde AMP (p<O,0O7), AD? (p<O,OO3) y AY? (p’CO,O0003)

que la perfusión con suero a 4%? y 200C, enestudiosconHPLC.

12.- A la semana, la recuperación muscular después de perfundir con suero a 10%? es mejor en todos los

tiempos de isquemia y con todas las estimulaciones (p<O,OOOl); con suero a 40C y estimulacióncon 10

mA se producela misma recuperaciónque con sueroa 200C, pero conel resto de estimulacionesy

tiempos es mejor su porcentaje (p<O,OO1); con suero a 200C apreciamos las peores recuperaciones
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