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Introduccion

1.1, HISTORIA

El abordaje experimental de los problemas biologicos fue establecido en el siglo XIX por diversos
investigadores , entre ellos Theodor Billroth (16).Y dentro del amplio campo de la Cirugia
Experimental , el reimplante de miembros ha sido una de sus metas, considerada como de dificil
logro ya que esta relacionado con el problema de la isquemia (5,54,174).

Cuando ocurre Ja amputacion traumatica de un miembro tenemos, en teoria, tres altemativas para su
tratamiento:

A.- Reimplantar la parte amputada de inmediato.

B.- Trasplantar el miembro.

C.- Colocar una prétesis.

Todas estas soluciones tienen sus pros y sus contras. En general, los trasplantes del sistema
musculo-esquelético estan limitados. Los homotrasplantes de miembros, que evitan la utilizacion de
terapia inmunosupresora, han recibido escasa atencidén, comparado con otros tejidos y organos. La
realizacion de trasplantes de aloinjertos tisulares compuestos periféricos, de piel, musculo, hueso, vasos
y nervios no son satisfactorios ya que precisan de terapia inmunosupresora. El agente mas utilizado es la
Ciclosporina-A, agente inmunosupresor no especifico. La presencia de antigenos en las células
endoteliales que revisten los vasos sanguineos del injerto donante son [a causa del rechazo (7). Tenemos,
por lo tanto, que decidir entre la reimplantacion, en uno o dos tiempos (187), vy la protesis. Las
prétesis han alcanzado perfeccionamientos muy notables en estos iltimos afios, pero son todavia
imperfectas y tienen grandes desventajas, como el alto coste, rehabilitacion complicada, falta de
sensacion, etc.

En las dltimas décadas se han realizado, de forma clinica y experimental, multiples ensayos para
poner a punto técnicas que permitieran llevar a cabo los reimplantes con efectividad.

Enel estado actual de la investigacion cientifica ninguna rama puede permanecer aislada. Los
problemas de reimplantacion y trasplante de miembros, basados de manera fundamental en técnicas
traumatologicas y microquirirgicas, necesitan: de la anatomia, para asegurarse que las suturas se

realizan de forma y en lugar correcto; de la histologia, para lograr un mejor conocimiento de las



Introduccion

lesiones de los tejidos, su cicatrizacion y regeneracién; de la reologia hematica (208), para comprender
el flujo sanguineo y la capacidad de los eritrocitos para deformarse al atravesar el territorio  capilar,  de
la fisiologia, para solucionar los problemas bioquimicos y la coagulacidon intravascular, de la
inmunologia, para abordar el estudio de los problemas del rechazo; de la fisica, para ayudarnos en
los estudios de la recuperacidn de los nervios, de los misculos y los flujos sanguineos; de la
clinica, para realizar una rehabilitacion adecuada y un seguimiento de la recuperacion funcional del
miembro reimplantado.

Considero que la Unica actitud cientifica valida para solucionar todos estos problemas esel
trabajo previo del laboratorio y, enelcaso especifico de los problemas quinirgicos, es necesario
utilizar fa experimentacion animal en un centro quirtrgico experimental.

El ser humano utiliza el mundo animal para su progreso cientifico, con el fin primordial de la
supervivencia; esto hace que se haga imprescindible la experimentacion animal por:

1.- No poder aplicar directamente en el hombre muchos descubrimientos cientificos sin una previa

comprobacién en un ser vivo.

2.- Ser necesaria una constatacién en cuanto a cantidad y calidad de los nuevos descubrimientos, y ser

necesaria su comprobacion en un numero adecuado de elementos vivos mas o menos comparables con el

ser humano.

3.- Es impensable una experimentacion humana, en los primeros niveles, con voluntarios, aunque se

realice en los ultimos y una vez comprobados todos los riesgos en el animal de experimentacion (222).
Los avances en el campo de la microcirugia vascular, la mejora de los medios de magnificacion,

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

a cabo en los ultimos afios, seran la solucidn definitiva para los reimplantes.

Por ello, he desarrollado enlos tltimos 3 afios un trabajo experimental en conejos, que ha constado
de las siguientes fases:

1) Estudio anatdmico de la extremidad inferior.

2) Estudio de la revascularizacion de la extremidad mediante técnicas de microcirugia.

3) Estudio de los patrones clinico-morfoldgicos, histologicos y de laboratoric de la interrupcién

vasculo-nerviosa de la extremidad posterior.
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Hopfner (95), en 1903, fué el primero que publicé la unidén experimental con éxito de una extrernidad
trasera amputada a un perro, que vivid once dias, necesitando ser sacrificado por un fracaso
circulatorio. Carrel y Guthrie (28), en 1906, publicaron la reimplantacién con éxito de dos
miembros de perro recien amputados, peroc ambos animales murieron, uno a las 50 horas y otro a los
10 dias. Jeger (106), en 1914, efectud el primer reimplante con éxito de un brazo que se secciono,
quedando unido por la piel a modo de puente. Y no hubo mas notificaciones.

En 1960, Lapchinsky (121) (URSS), enfriando la extremidad a 4°C, y Snyder (201} (EEUU),
utilizando la oxigenacion hiperbarica, publicaron resultados con éxitos similares en los reimplantes
de extremidades en perros (alto porcentaje de fracasos). En 1963, Onji (154) publicé su obra
experimental sobre reimplantes. En 1964, Eiken (57,58) presénté la patofisiologia, la técnica y los
resultados de sus experimentos de larga duracion en la reimplantacion de extremidades de perros.

El primer reimplante humano con éxito notificadoen los paises anglofonos fué en 1964, Mait y
McKhann (133), efectuado en 1962 en el brazo de un nifio de 12 afios. Y en los paises germanicos,
Lindner y Vollmar (128) notificaron en 1965 siete macro-reimplantaciones efectuadas en la clinica de
Heidelberg entre los afios 1953 y 1964.

A partir de entonces, aparecen miltiples informes de reimplantes de casos individuales. El pais que
con mds entusiasmo desarrolld los reimplantes, a partir de los afios 60, fu¢ China. En 1963, Ch'en (41)
present6 en el XX Congreso de la Sociedad Internacional de Cirugia en Roma el caso, seguido de éxito,
del reimplante de una mano amputada. En 1978, el Sexto Hospital Municipal de Shangai (191)
notificd que habian reimplantado con éxito 10 extremidades completas amputadas y habian reconstruido
otras 14, que solo estaban unidas por un pequefio puente de tejidos blandos que no contenian
ninguno de los vasos ni los nervios principales. Otros investigadores que han informado de éxitos son
Seo (189) en 1987, Costecalde (36} en 1989, etc.

En nuestros dias se han realizado, de forma clinica y experimental, diversos estudios que permiten
llevar a cabo este tipo de operaciones. Se han ensayado las técnicas quirirgicas mas idoneas (5,22,78);
se mantienen los tejidos en soluciones frias, para una mejor conservacion de las extremidades amputadas

y una mayor posibilidad de supervivencia (111,198,211,220); se realizan mediciones de la tension de
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oxigeno transcutanea (70,136,169,234); se vigila el estado nutnicio de los pacientes (17,52,108); se
intenta evitar el sindrome compartimental (89,135,170); se conoce mejor la anatomia vascular que irriga
a los hucos largos y a la musculatura de las extremidades (72,98,217); se evalia el drenaje linfatico
(33,38,56,199); se mide la funcién de los nervios (42,48,84,114); se controla el tiempo de la isquemia
quirurgica (112,167,189); se investiga la tolerancia del muasculo a la isquemia (55,92,163,197); etc.

La reproduccion experimental de sindromes de revascularizacion, mediante diferentes métodos,
ha sido realizada en multiples ocasiones con la finalidad de superponer los hallazgos clinicos en el
hombre a los delos animales de experimentacion. El fin ultimo de los citados procedirmentos es
doble: 1) el estudio de los patrones patobioldgicos; y 2)el tratamiento de estas lesiones, para ser
aplicados al ser humano con posterioridad.

Con este proposito, se han utilizado numerosos animales de experimentacién (ratas, conejos,
gatos, perros, cerdos) y diferentes mecanismos (quirlirgicos y no quirtrgicos) para la produccién
y elestudio de los diferentes procesos que intervienen en la revascularizacion de extremidades.

A.- Procedimientos no quirirgicos

- Manguitos de esfingomandmetros y lazos (137,160,171).

- Plasma autdlogo vy sangre heparinizada autéloga intracompartimental (85,89).

- Microesferas y Microémbolos de carbon (72,209).

En todos ellos se produce isquemia o un sindrome compartimental.

B.- Procedimientos quirirgicos

La mayoria de las técnicas experimentales de produccién de un traumatismo, con su posterior
revascularizacion y reimplantacién, han sido desarrolladas siguiendo pautas quirirgicas y han
demostrado ser eficaces en la consecucion de dicho objetivo.

- Amputacion total de la extremidad (199,207,219) 0 amputacién conservando el nervio ciatico
(212).

- Amputacion parcial de la extremidad trasera, con conservacién de estructruras vasculo-
nerviosas (185) y musculares (68,176,178).

- Trasplantes ortotdpico y singénico de injertos de musculo (92,213,232).

- Heridas por awvulsidn en humanos (93) y reimplantes de extremidades en humanos tras sufrir
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amputacion (169,199,234).

Dichas técnicas y experimentos han abierto nuevos caminos a la investigacion, ya que han aparecido
hechos clinicos que han servido para ampliar los conocimientos de la fisiopatologia del miembro
amputado, posibilitando que el reimplante de miembros en el ser humano sea ya una operacion
establecida (5,54).

En la actualidad, aunque es posible llevar a cabo este tipo de operaciones, existen una cantidad
considerable de problemas aun no resueltos, que hacen fracasar muchos de los intentos quirtrgicos,

aunque ¢€stos sean efectuados de manera correcta desde el punto de vista técnico.

A) Posibilidades quirdrgicas de las reimplantaciones

Las circunstancias en las que puede valorarse la realizacidn de una reimplantacién se encuentran
dentro de uno de los sigutentes apartados:

1.- Amputaciones con superficie de seccion limpia y estructuras anatémicas seccionadas en
un mismo plano. Cuanto méds limpia sea la superficie de seccion mas facil resulta, desde el punto de
vista técnico, la reimplantacion (7,188), y los trastornos fistopatoldgicos que aparecen en el
postoperatorio seran de menor cuantia, por lo que se puede decir que reinen las caracteristicas idoneas
para efectuar la operacion (5,54).

2.- Amputaciones traumaticas con muiiones contundides. Es el caso mas frecuente de las
amputaciones traumaticas. La existencia de zonas contundidas, sobre todo si €stas radican en tejidos
musculares, favorece la infeccion de la herida y el posterior fracaso de la reimplantacion, maxime
cuando en los primeros dias no existe circulacion linfitica, por su no anastomosis (5). Para llevar a
cabo la reimplantacion ¢€s necesario realizar una extirpacion de todas las zonas contusas y practicar
suturas sobre tejidos sanos, lo cual, conlleva un acortamniento de la extremidad de varios centimetros.
Los resultados son menos esperanzadores, aunque se debe intentar la reimplantacion (7,54,188).

3.- Arrancamiento de las extremidades o desmembraciones. Caracterizadas porque cada una de
las diferentes estructuras que forman la extremidad estin seccionadas a un nivel diferente. Aparece en
los accidentes industriales en los que una correa de transmision aprisiona una extremidad y la separa del

cuerpo.En estas ocasiones concurren dos hechos anatomopatoldgicos:
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1°) la extremidad amputada sufre importantes lesiones como consecuencia del fuerte apresamiento a
que se ha visto sometida; y 2°) la separacion de los tejidos tiene Jugar a niveles muy distintos: el hueso
y los vasos se seccionan a diferentes alturas, los musculos pueden aparecer arrancados y los nervios,
por ser estructuras que resisten bien la elongacién, pueden verse seccionados a nivel raquideo. La
reimplantacion requerira la extirpacion de todos los tejidos desvitalizados y contundidos, y la reparacion
de las distintas estructuras sera mucho mas dificil en el aspecto técnico, necesitando amplias disecciones
anatomicas que precisan diferentes abordajes.

Hoy, las posibilidades quinirgicas de obtener éxito son muy escasas y, aun conservando la viabilidad
de la extremidad, la calidad funcional de la misma serd muy problematica, por 1o cual, se desaconseja
sy realizacion (5,54).

4.- Tratamiento de tumores.

5.- Autorreimplantaciones. Consisten en la reimplantacién en el mismo individuo de extremidades o
parte de extremidades a otra zona de su cuerpo (5,187). El caso mds divulgado en Ia clinica actual es la

transposicion de los dedos del pie a la mano (7,54).

B) Problemas quirargices de las reimplantaciones

Antes de analizar los problemas quirtrgicos que conllevan este tipo de operaciones debemos
diferenciar de manera clara los tipos de reimplantacion que pueden efectuarse: reimplantaciones
menores (incluyen las de los dedos y la mitad de la mano), cuyas dificultades técnicas se solucionan
por la microcirugia y no producen Ttepercusiones fisiopatoldgicas generales  (5,7,54);
reimplantaciones mayores o totales (reimplantacion de extremidades, totales o parciales), las
cuales originan serias alteraciones fisiopatologicas, tanto mas intensas cuanto mayor es la extremidad a
reimplantar, debido, entre otras razones, a la masa muscular y a la cantidad de tejido corporal que se ha
visto privado de circulacién (sometido a isquemia durante un cierto tiempo)} (7,54,188). En estas
ultimas hemos de considerar que su realizacidn entrafia los siguientes tipos de problemas:

1.- Técnicos. La desconexidén completa de un miembro y su posterior conexién requiere la aplicacion
de una técnica adecuada para la diseccion de todas las estructuras de la extremidad (7,54,188), Esta

diseccion debera ser efectuada produciendo el minimo trauma posible. De todas las estructuras, la
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vascular requerird una perfecta identificacién y una cuidadosa exposicion. La arteria principal del
miembro debe ser respetada con todas sus colaterales, para facilitar la irrigacién de la extremidad en el
postoperatorio (5,103), y su adventicia debe ser disecada y extirpada para facilitar su sutura. Con
las venas principales se¢ sigue la misma técnica, teniendo presente que la fragilidad de sus paredes
hace que las lesiones sean mas dificiles de reparar que en las arterias. Las anastomosis, tanto arteriales
como venosas, deberan ser perfectas (5,54,188). Debe tenerse presente siempre que la viabilidad
inmediata de la extremidad depende de la correcta practica de las suturas vasculares, y que mientras
los defectos técnicos en ofras estructuras pueden corregirse con posterioridad, en estas anastomosis
deben ser corregidos de inmediato (5,54).

El hecho de la existencia de pulso en regiones distales a la anastomosis arterial no es indice de la
cortecta sutura de la misma, ya que éste se conserva aunque exista cierto grado de estenosis, la cual,
puede ser origen de posteriores trombosis que haran fracasar la reimplantacién. En ofras ocasiones, la
estenosis puede producir una disminucién del flujo que va a favorecer el desencadenamiento de
fenémenos fisiopatologicos, como la presencia de infeccidn, entre otros {5,54).

Las anastomosis venosas deben ser realizadas, también, a plena satisfaccion, para permitir un
correcto drenaje venoso en una extremidad que de manera inevitable va a verse edematizada. Por otro
lado, es conocida la facilidad con que se producen trombosis en las suturas venosas debido a la menor
velocidad circulatoria (5,54).

La trombosis, ya sea arterial o venosa, es la complicacion mas temida que puede presentarse en el
reimplante, conduciendo al fracaso del mismo. El trombo se forma en la linea de sutura por cambios
electrostaticos en la superficie de la intima (inversion por lesién debida al traumatismo y manipulacién
quirurgica); o distales, por un flujo enlentecido o turbulento que provoca aumento de la viscosidad
de la sangre y formacion de placas de ateroma. Las trombosis arteriales pueden ser: a) inmediatas o
precoces, en las primeras horas del postoperatorio y requieren reintervencion rapida  de las
anastomosis bajo nueva hibernacién, y b) tardias, en cuyo caso la supervivencia del segmento
reimplantado depende de su dimensién y de la circulacion colateral ya establecida en el momento de
la interrupcion de la via principal (145).

Las trombosis venosas, al contrario que las arteriales, pueden ser a menudo dominadas por



Introduccion

meétodos rudimentarios con ingenio y paciencia. Cuando la congestion que produce es moderada,
tas incisiones paraungueales tipo Lendway o pulpares permiten un sangrado de descarga mantenido por
la heparinizacidn sistémica (145).

Aunque la valoracion clinica y la pericia quirdrgica valoran los patrones para el éxito de la
reimplantacidn, el fracaso o la curacion es, a menudo, multifactonal. El éxito no solo esta subordinado
a factores intraoperatorios (de la técnica quirdrgica), sinc también a factores postquirirgicos
(infeccién, hematoma, edema y trombosis intravascular, sobre todo venosa) (145,169).

El desarrollo de técnicas no invasivas para el diagnostico de la enfermedad vascular periférica ha
conducido a su aplicacion en la prediccion de la curacién de los reimplantes. La medicion del flujo
sanguineo de la  piel usando Xenon-133 (146} y Termografia (204), la temperatura cutanea (124), la
medicion de la presion sanguinea mediante ultrasonido Doppler y un  esfingomanometro (70,87,169),
la vascularizacion tisular mediante fluoresceina (69,196) y pletismografia (200) son diferentes
métodos disponibles, pero aun no son seguros, para fijar los niveles criticos de circulacion
(23,166), siendo mas precisa la determinacidon de lasaturacion de oxigeno transcutanea
postoperatoria mediante pulsioximetros (70,82,169).

[a osteosintesis tiene que ser sélida, lo suficiente como para impedir cualquier movilidad anormal
en una extremidad que, por sufrir un gran edema en los primeros dias del postoperatorio, va a ser
imposible realizar una correcta inmovilizacién con vendajes enyesados, e incluso, precisara de una
fasciotomia (60,193).

Las suturas nerviosas deben practicarse en todos los nervios principales de la extremidad (61,131)
ayudandose del microscopio quirtirgico, aunque en ocasiones su uso no es imprescindible (5).

La sutura de los diferentes paquetes musculares y tendones se efectuara (7,54,188) de tal manera que se
eviten las adherencias que disminuyan la funcionalidad de una extremidad, que con anterioridad ha
sido denervada en su totalidad (5).

Por otro lado, si la amputacidén se realiza en extrermnidades con grandes masas musculares, es ficil
comprender que existe un territorio abonado para la aparicion de infecciones en el postoperatorio, y la
lucha contra las mismas se vera dificultada por carecer de un sistema defensivo tan importante como es

la circulacion linfatica, por no repararse las vias linfaticas en este tipo de operaciones (5,199).
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Elcierre de la piel serd lo més laxo posible, para permitir la salida de exudados a través de la herida
(5,188).

Todo ello hace que ta reimplantacién de un miembro sea una operacion de una técnica laboriosa, que
requicre ¢l tratamiento de diferentes estructuras, todas ellas con una importancia primordial a la
hora de valorar la funcionalidad y el resultado conseguido (5,54).

2.- Isquémicos. La amputacion de una extremidad y su desconexion corporal supone la
interrupcion de la circulacion y, por tanto, ¢l mantenimiento dela misma en isquemia total durante un
cierto tiempo (9,63,107). Es sabido los diferentes grados de resistencia a la isquemia que presentan los
tejidos; asi, a las cuatro horas de la desconexion circulatoria aparecen lesiones degenerativas en los
nervios y en el tejido muscular (5,119,123). En el tejido nervioso la regeneracidn no es posible s1 ha sido
afectada la neurona (21,130), mientras que en las fibras musculares la recuperacion es tanto mas
problematica cuanto mayor es el tiempo de isquemia (172,179,206).

La piel y los vasos pueden resistir durante veinticuatro horas, Pero aunque las células no mueran
en el periodo de isquemia su funcidn cesa, siendo expresion clinica de la misma la frialdad que aparece
a los pocos minutos de amputar la extremidad (5,54).

Para retrasar en o posible la aparicion de estos  fendomenos se ha recurnido al enfriamiento de las
extremidades (3,47,149,182). Todos los métodos corrientes de enfriamienio intenso de segmentos de
extremidades incluyen una recomendacién empirica de hielo, de bafio helado o de perfusién arterial con
un liquido a baja temperatura (79,109,221), que enfrien toda la extremidad. Envolviendo la pieza en
gasas humedecidas y en bolsas de plastico y, entonces, colocindola de manera directa sobre el hielo
podemos reducir la temperatura en el tejido a 1°C 0 menos, pero se dafia la pieza por congelacién. Por
ello, se recomiendan métodos altemativos, como son la inmersidn de la  pieza en una bolsa de
plastico con una solucién Ringer lactato o una solucién salina fisioldgica en su interior y colocarla
después sobre el hielo (218); o envolver el segmento en gasas himedas y en una bolsa de pldstico y
sumergirlo, luego, en un bafio helado (59,167,221). La inmersiéon en un bafio helado reducird la
ternperatura de los tejidos sumergidos ligeramente por encima de los 0°C (155). Esto ha hecho que en el
lenguaje quinirgico se introduzca el término de "isquemia caliente”, con el cual nos referimos al

tiempo que ha permanecido desconectada de los vasos sanguinecos a temperatura ambiente vy sin la
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aplicacién de procedimientos de enfriamiento (68). Por "isquemia firia” entendemos ¢l tiempo que ha
permanecido la extremidad sometida a los procedimientos de enfriamiento (5).

3.- Desclampage. Fn las reimplantaciones de extremidades totales o casi totales, al finalizar la
reconstruccion vascular y restablecer la circulacidn, tras la retirada de los clanes, aparece un cuadro
consistente en caida de la tensidén arterial y taquicardia, que puede poner en peligro la vida
del enfermo. Dicho cuadro se denomind shock del desclampage y ocurre cuando se mantiene privado de
¢irculaciéon un territorio muscular y se procede a su brusca revascularizacion (expresion clinica similar
seria el sindrome de aplastamiento o insuficiencia remal postraumatica yel sindrome de
revascularizacion de Haimovici) (5,54,100,153). Su presencia se cree que es debida a dos factores. Por
un lado, el brusce paso al torrente circulatorio de catabolitos y sustancias dcidas originadasen la
extremidad durante el periodo de isquemia (154,156,167), ya que desde los trabajos de Allen (3,4) se
conoce la posibilidad de producir un sindrome tdxico en los animales de experimentacion tras la
inyeccion de estractos musculares. En  segundo lugar, se¢ ha invocado el hecho de la gran
plasmorragia que sufren estas extremidades al restablecer de manera brusca la circulacion en un lecho
vascular que se encuentra atonico, dilatado y con unos capilares que, debido a la anoxia, mantienen
un aumento de la permeabilidad (138,142,190). Todo ello producira una gran salida de liquido de la
luz vascular al intersticio, contribuyendo a desencadenar un edema y un estado de shock. Su instauracion
suele hacerse manifiesta a los pocos minutos de haber restablecide la circulacién y su clinica sera tanto
mas intensa cuanto mayor cantidad de tejido muscular sufra isquemia (5,54).

Una de las técnicas utilizadas para evitarlo es el control de la velocidad y la cantidad de suero
perfundidos (14,100,143,153).

4.- Edema. Es otro hecho que aparece siempre tras las reimplantaciones. Desde el punto de vista
clinico es un edema blando, que deja fovea y se instaura en el primer dia del postoperatorio. Sus
posibles causas son dificultades en el drenaje venoso de la extremidad, por defectos técnicos al realizar
las anastomosis venosas, y alteraciones del drenaje linfatico. Por otro lado, tras la correcta
revascularizacion, en extremidades que han sufrido isquemia aparece con frecuencia edema, como se
observa en el sindrome de revascularizacion tras la cirugia arterial directa de las extremidades.

Mediante la reperfusion de solucicnes de manera controlada (14,15), la hipotermia (233) o la
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utilizacion de oxigeno hiperbérico (151}, se reduce la intensidad del edema.

5.- Denervacidn. Tras la amputacién se produce una denervacion completa de la extremidad. al
interrumpirse todas las fibras nerviosas que llegan a la misma, tanto del sistema de la vida de relacidn
como del sistema vegetativo (152,216,230). La sutura de los nervios de Ia extremidad no va a impedir
que por espacio de semanas el miembro se ecuentre sin estimulos nerviosos y va a hacer que no
exista sensibilidad en la extremidad reimplantada (115), cuando podria ser de suma ayuda para
detectar alteraciones, comeo infecciones, isquernia, etc. La supresion del dolor como mecanismo de
defensa ante estas situaciones anormales hace que la exploracion de la  extremidad deba ser muy
cuidadosa, a fin de despistar esta situacion (5).

La ausencia de inervacion motora va a convertir la extremidad en un miembro paralitico y aténico. La
supresion de los axones de las neuronas procedentes dei asta anterior medular hace que se pierda el
tlamado "control idiodindmico”, o pérdida de la accion trofica ejercida por las motoneuronas
periféricas sobre las fibras musculares esqueléticas (144). Este hecho y la interrupcion del sistema
nervioso vegetativo favorece la anhidrosis y la ripida atrofia de piel, masculo y huesos en unes

miembros que por la inmovilizacién a que van a ser sometidos estan predispuestos a padecerlas (5,54).
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1.2. ANATOMIA DE LA EXTREMIDAD POSTERIOR DEL CONEJO

La experimentacién animal es un tipo de investigacién que conlleva la utilizacion en la misma de seres
vivos, algunos de ellos con un gran porcentaje de participacion en las actividades que el ser humano
desarrolla desde el punto de vista social.

Es por ello, Ia utilizaciéon de seres vivos, y no por motivos de aprecio discnminado, lo que nos debe
llevar a una utilizacién racional, coherente y ordenada de los mismos; evitando abusos y
otorgandoles el adecuado trato. Utilizacion que viene regulada por el Real Decreto 223/1988, de 14 de
Marzo, sobre proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos {223).

Por otro lado, la investigacion en general debe ser rigurosa y fiable, desarrollando una metodologia
cientifica, lo que condiciona que del mismo modo que se selecciona ¢l mas preciso de los aparatos de
medida o ¢l mas sensible de los reactivos quimicos para analisis, se haga lo propio con el mais
adecuado y seleccionado animal de experimentacién, que conllevard que los animales estén muy bien
cuidados, sanos, bien alimentados, alojados en el habitat adecuado y con las condiciones ambientales
propias de cada especie. Los animales que no reunan estos requisitos es preferible no utilizarlos en
investigacion, dado que la respuesta aportada tiene todas las probabilidades de no ser comrecta. Las
especies animales se adectian al experimento a realizar dependiendo de condicionamientos técnicos
(tamafio), anatomicos (particularidades de la  viscera que se estudia), fisioldgicos (adecuacion
fisiologica del experimento), econémicos (coste del animal), resistencia, etc.

La posibilidad de la existencia de alternativas al animal de laboratorioen la investigaciéon
biomédica, por desgracia, no existe. Si se dispone de métodos complementarios, no alternativos,
que pueden colaborar en la utilizacién de un menor nimero de animales; y en algin caso muy concreto
quizds sustituir algun tipo de experimento (222).

En este apartado describiré la anatomia de la extremidad posterior del conejo, de forma
orientativa, ya que¢ no es mi intencion la realizacion de un estudio anatdmico.

El esqueleto de los miembros posteriores lo constituyen basicamente el anillo pelviano vy los
huesos de las extremidades posteriores. La Pelvis del conejo es muy alargada y estd compuesta

por la fusién de tres nucleos 6seos denominados ileon, isquion y pubis, muy bien fijados al cuerpo del
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sacro, con €l cual se relacionan, a su vez, con la columna vertebral. El anillo pelviano constituye la
base dsea del abdomen, insertandose en el mismo numerosos musculos. El conejo tiene ademis un
rudimento éseo acetabular en la parte inferior del coxal.

En las partes laterales del anillo pelviano figuran dos concavidades -una a cada lado- que son los
céndilos femorales, destinados a alojar ta cabeza del fémur de cada miembro.

El Fémur es el hueso mas largo y fuerte del conejo; su extremo superior se halla implantado en el
cOndilo femoral y unido a éste mediante un ligamento grueso y resistente, articulacion que se
halla capsulada por una prolongacidn cartilaginosa.

Por su parte inferior, el fémur se articula con la Tibia mediante cartilagos de conjuncion. El Peroné se
halla adherido a la tibia hasta mas dela mitad de su trayecto descendente, fijandose por un ligamento
interdseo, La tibia v el peroné siguen una trayectoria de delante atrdas, para finalizaren la
articulacion del Tarso, elemento que esta formado por seis huesos de considerabie tamafio, entre los que
destacan el Astragalo y el Calcaneo, el primero es articular y el segundo es importante por fijarse en él
el tenddn del misculo gastrocnemio (tendon de Aquiles).

A continuacion del tarso siguen los cinco huesos de la planta del pie, de los cuales solo dos presentan
un desarrollo notable y estando uno de ellos -¢] quinto- en la practica atrofiado. EI'  Pie del conejo
cuenta solo con cuatro dedos, cadauno de los cuales posee tres falanges.

Los huesos articulares de las extremidades posteriores son la rotula y los sesamoideos podales.

Las extremidades posteriores, o patas, tienen una considerable musculatura, correspondiendo
a ¢ésta un papel fundamental para los desplazamientos, carrera y salto.

Sobre el hueso coxal se sitian los musculos: Gliteos (superficial. medio v profundo); Gluteos
accesorios; Obturadores; Psoas Mayor; etc.

Sobre el fémur los que dan gran movilidad al musio: Triceps Crural (Biceps femoral, Semitendinoso
y Semimembranoso); Vasto Largo o Lateral; Vasto Medial; Recto Femoral; Sartorio; Abductores;
Gracilis; ete., constituyendo una masa cérmica muy importante.

La pierna tiene como musculo mas destacado para la locomocion el Gastrocnemio, que va desde la
parte inferior y posterior del fémur hasta la punta del calcaneo; junto con el tendén del Sdleo y del

Flexor Superficial de los Dedos forman el Tendén Calcdneo Comun (Tendoén de Aquiles). El resto de
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musculos de la pierna son los Flexores y Extensores de los Dedos.

La irrigacién arterial de las extremidades posteriores tiene su origen en la aorta, tras bifurcarse y
dar origen a la artena [liaca Comun. Esta se divide, a su vez, y de ella nacen la arteria lliaca Externa e
Interna.

La arteria Iliaca Interna da lugar a ramas viscerales y aramas parietales pelvianas (Glitea Caudal,
Pudenda Intema, Caudales, Sacras).

La arteria Iliaca Externa se continda en la arteria Femoral, la cual, da varias ramas colaterales y dos
arterias para la pierna. En la cara posterior (postero-interna) se origina la arteria Safena, que da
ramas diversas llegando hasta los dedos del pie. Hacia lacara anterior da lugar a la arteria Poplitea
que origina la arteria Tibial (antero-externa), en la tibia, que daramasen la pierna, tarso, metatarso y
arterias para los dedos.

El retorno Venoso se origina en los dedos de los pics, venas Plantares, Safenas (con
anastomosis entre la rama externa, llamada safena parva, y la interna, denominandose vena safena
magna), Femoral (recibe la safena magna), Hliaca Externa, Hiaca Comun (al unirse a la Iliaca Interna) y la
Cava Caudal.

El Sistema Linfatico comienza en los pies, dando lugar a los Nédulos Linfaticos Popliteos,
Inguinales Superficiales, Hipogastricos, Subiliacos, Iliacos y Lumbares.

La inervacién de la extremidad posterior del conejo tiene su inicio en el plexo Lumbo-Sacro, con
multiples ramas, que origina el nervio Ciatico, con sus ramas colaterales y dos ramas terminales: nervio
Tibial y Peroneal. El tibial se dirige hacia la parte posterior, dando origen al nervio Cutdneo Suyral
Caudal, nervios Plantares, Metatarsianos Plantares y Digitales Plantares. El peroneal comdn, anterior-
externo, se divide en el nervio Cuténco Sural Lateral y el nervio Peroneal Superficial y Profundo,
nervios Metatarsianos Dorsales y Digitales Dorsales. Son laterales. La cara interna se inerva por el nervio
Femoral, dando ramas musculares femorales y el nervio Safeno. También recibe inervacion del nervio

Pudendo, del Obturador y del Génito-femoral (10,125,194),
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NATOMiA DE LA EXTREMIDAD INF R HUMANA

A continuacion, describiré la anatomia del miembro inferior en humanos, para poder comparar con la
anatomia sobre la que se ha realizado el expenmento.

El miembro inferior estad formado, como el miembro superior, por cuatro segmentos: 1°, la cadera; 2°,
el muslo; 3%, la piema; 4° el pie (177).

La cadera une el miembro inferior al tronco. Comprende un solo hueso, el hueso Iliaco o hueso
Coxal. Los huesos iliacos circunscriben con el sacro y el coxis una cintura 6sea, llamada pelvis.

El hueso Iliaco esun hueso plano, ancho, de forma muy irregular, que se ha comparado a las alas de
un meolino de viento, a una hélice, etc. Se distinguen en este hueso tres segmentos: 1°, un segmento
medio, grueso, estrecho y excavado por una cavidad articular, la cavidad cotiloidea; 2° un
segmento superior aplanado y muy ancho, llamado ala Iliaca o ilion; 3% un segmente inferior que forma
el borde o marco de un ancho orificio, el agujero isquio-pubiano, Illamado de manera impropia
agujero obturador; la mitad anterior de este marco éseo estd formado por el pubis; la mitad posterior
recibe el nombre de isquion.

En el hueso coxal tenemos que describir dos caras, cuatro bordes y cuatro angulos. En su posicién,
hacia atrds estd ¢l borde que presenta una gran escotadura; hacia fuera, la cavidad hemisférica; hacia
abajo, la mayor de las escotaduras que presenta el borde de esta cavidad.

En su cara externa € interna se insertan un gran nimero de musculos.

El Fémur es un hueso largo que forma por si solo el esqueleto del muslo. Se articula por arriba con el
hueso coxal y por abajo con la tibia. En la posicion vertical, el fémur estd dirigido en oblicuo de arrtha
a abajoy de fuera a dentro. Esta oblicuidad esta mas acentuada en 1a mujer que en el hombre; esto se
debe a que, en la mujer, lapelvises mas ancha y las cavidades cotiloideas estan mas separadas.

En el fémur hay que describir un cuerpo y dos extremidades. El cuerpo es prismitico y triangular,
tiene tres caras y fres bordes. Las caras son una anterior y otras dos posteriores. Las caras estan
separadas por dos bordes laterales (interno y externo) y un borde posterior.

La extremidad superior comprende: 1° una eminencia articular, la cabeza del fémur; 2°, dos

eminencias Tugosas, el trocénter mayor y el frocanter menor; 3% un segmento cilindroide, el cuello,
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que une la cabeza del fémur a los trocanteres y al cuerpo del fémur. La extremidad inferior es
voluminosa y mas extensa en sentido transversal que en el antero-posterior. Estd dividida en dos
eminencias articulares laterales, llamadas condilos, separadas una de la otra, por detras, por una
profunda depresion, que es la escotadura intercondilea.

En su posicion, el borde cortante del cuerpo del hueso, hacia atras; la extremidad. acodada, hacia
arriba; y la superficie articular, esférica, de esta extrernidad, hacia dentro. Para darle su inclinacién
normal, poéngase los dos condilos de la extrermidad infertor en contacto con un plano horizontal.

El fémur tiene multiples inserciones musculares anteriores y posteriores.

El agujero nutricio principal del hueso se encuentra en el borde posterior (denominado linea aspera),
hacia su parte media 0, mas arriba, en un punto de la cara interna del hueso, préximo siempre a la linea
aspera.

La Rotula, situada en la parte anterior de la rodilla, es un hueso sesamoideo, desarrollado en el tendon
del cuadriceps. Es triangular, con la base superior y aplanado de delante a atrés.

El esqueleto de la pieﬁa esta constituido por dos huesos largos; uno interno, voluminoso, que es la
Tibia; ¢l otro, externo, es el Peroné. La tibia y el peron¢ estdn articulados entre si por sus extremidades
y estan separados uno del otro en todo el resto de su extension por un espacio alargado, llamado espacio
interosec.

El pie se compone, como la mano, de tres grupos dseos, que son: el tarso, el metatarso vy las
falanges.

Los huesos del miembro inferior estan unidos entre si por articulaciones y todas estas articulaciones
tienen ligamentos que refuerzan las capsulas articulares (177).

Los musculos de la region glitea estan cubiertos por la Aponeurosis Glitea. Se origina desde la
cresta iliaca, el sacro y el coxis, y se continia por abajoy por delante con la aponeurosis femoral.

La Aponeurosis Femoral rodea el muslo, formandole una vaina completa. Por arriba y por delante, la
aponeurosis se fija en el arco crural y se continda por fuera y por detrds con la aponeurosis glitea.
Por abajo, se prolonga alrededor de la rodilla para fijarse en la rotula y en la tibia. Delgada por delante,
por dentro y por detras, la aponeurosis femoral es muy gruesa por fuera, donde toma el nombre de

Fascia Lata. La aponeurosis femoral estd unida al fémur por dos ldminas fibrosas, los tabiques
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intermusculares externo ¢ interno. Emite también por su cara profunda unas expansiones que envuelven
acada uno de los muisculos del muslo. La aponeurosis femoral formaa los vasos femorales una vaina
fibrosa llamada conducto femoral.

La  pierna estd rodeada por una Vaina Aponeurdtica, interrumpida sélo a nivel de la cara
interna de la tibia, donde la aponeurosis se confunde con el periostic. La extremidad superior de la
aponeurosis tibial se adhiere por delante al peroné y a las tuberosidades de la tibia; recibe las
expansiones tendinosas de ciertos musculos del muslo. Por detrds y por arriba, la aponeurosis de Ia
piema se continda con la aponeurosis del muslo. La aponeurosis de la  pierma forma, alrededor
de la vena safena externa, en la mitad superior de la pierna, un conducto aponeurético.La extremidad
inferior de la aponeurosis de la pierna se continia con las aponeurosis del pie. De la cara profunda de la
aponeurosis tibial parten dos tabiques fibrosos intermusculares: externo (separa la region antero-externa
de laposterior dela pierna} y anterior (divide la region antero-externa de la pierna en dos celdas).

Debajo del triceps sural se encuentra una ldmina aponeurotica profunda, extendida entre el borde
interno de la tibia y el borde externo del peroné.

La Aponeurosis del Pie se divide en: 1) aponeurosis dorsales y 2) aponeurosis plantares (177).

La sangre arterial llega al miembro inferior: 1°, por la arteria femoral; 2°, por las ramas parietales
extrapelvianas de la arteria hipogastrico (177).

La Arteria Hipogéstrica o Iliaca Interna {(bifurcacidon intema de la Iliaca Primitiva), da doce ramas
repartidas en tres grupos: 1.- las ramas viscerales; 2.- las ramas parietales intrapelvianas; 3.- las ramas
parietales extrapelvianas.

Las ramas extrapelvianas salen de la cavidad pelviana y contribuyen 2z la vascularizacion del
miembro inferior. Son: a) la arteria obturatriz (da tres ramas); b) la arteria glitea (da dos ramas); ¢)la
arteria isquiatica (da cuatro ramas); d) la arteria pudenda interna.

La Arteria Femoral sigue a la arteria Iliaca Externa. Sus ramas colaterales principales son: a) la
subcutanea abdomninal; b) la circunfleja iliaca superficial; ¢} la pudenda externa superior, d) la
pudenda externa inferior; e) la anastomdtica mayor; f) la femoral profunda (da las ramas: arteria del
cuadriceps, la circunfleja anterior, ia circunfleja posterior y las perforantes).

La Arteria Poplitea sigue a la arteria femoral, dela que es continuacién. Da ramas colaterales y las
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arterias gemelas. En su parte inferior da la arteria tibial anterior y el tronco tibio-peroneo.

La Artenia Tibial Anterior es la rama de bifurcacion anterior de la arteria poplitea y la Arteria Pedia es
continuacién de ésta.  El Tronco Tibio-Peroneo es la rama posterior de la bifurcacion de Ia arteria
poplitea. Dalas ramas colaterales recurrente tibial interna y la arteria nutricia de la tibia.

La Arteria Peronea es la rama externa de la bifurcacion del tronco tibio-peroneo. Da ramas colaterales
musculares, la arteria nutricia del peroné y un ramo anastomoético transversal.

l.a Arteria Tibial Posterior es la rama intemna de la bifurcacion del tronco tibio-peroneo, es mucho
mas voluminosa que la arteria peronea. La arteria tibial posterior se divide en el canal calcéneoen dos
ramas terminales: 1.- Arteria Plantar Externa, v 2.- Arteria Plantar Interna (para el primer dedo).

Las Venas del miembro inferior se las puede dividir en dos grupoes: 1.- las Venas Tributarias de la
Iliaca Interna: Ja vena obturatriz, glatea, isquidtica y pudenda interna.

2.~ las Venas Tributarias de la liaca Externa, propiamente dichas del miembro inferior: se
dividen en venas profundas y venas superficiales, segun que estén situadas por debajo o por encima de
la aponeurosis superficial.

Las venas profundas, a excepcion del tronco venoso tibio-peroneo, de la vena poplitea y de la
vena femoral, son dos por cada arteria. Reciben el nombre de la arteria a la cual acompafian y tienen
multiples anastomosis. Todas poseen valvulas.

Las venas superficiales forman en el tejido celular subcutaneo una red venosa cuya sangre se vierte en
dos troncos colectores, que son las venas safenas interna y externa. La red venosa del pie esel origen
de las venas safenas. La Safena Interna se origina por delante del maleolo interno y desemboca en la
femoral (cayado de la safena). Recibe diversas colaterales y tiene multiples anastomosisen su
recorrido. Presenta de cuatro a veinte valvulas en su interior y la ostial siempre €s constante. La Safena
Externa tiene su inicio por detras del maleolo externo y desemboca en la cara posterior de la vena
poplitea (cayado de la safena externa) a nivel de lainterlinea articular. Recibe diversas colaterales y
tiene multiples anastomosis (177).

Los Grupos Ganglionares principales del miembro inferior son, de abajo a arriba, los ganglios
popliteos y los inguinales. Los vasos linfiticos son superficiales y profundos, con los ganglios

secundarios (177).
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Los Nervios del miembro inferior proceden del Plexo Lumbar y del Plexo Sacro. El Plexo Lumbar da
ramas colaterales y seis ramas terminales (el Nervio Crural es el mas voluminoso). El Plexo Sacro
da seis ramas colaterales y una rama terminal (Nervio Ciatico Mayor). El Nervio Ciatico es el mis
voluminoso del organismo. Da siete ramas colaterales y dos ramas terminales (ciatico popliteo externo e
interno). EI Cidtico Popliteo Externo inerva los muisculos y tegumentos de la region antero-extema de la
pierna y dorsaldel pie. Da cuatro ramas colaterales y dos ramas terminales. El Ciatico Popliteo Interno
es mas voluminoso y estd destinado a los musculos de la piema y planta del pie. Emite cinco ramas
colaterales musculares, un ramo posterior de la rodilla y el nervio safeno externo.

El Nervio Tibial Posterior sigue al cidtico popliteo interno en el anillo del séleo. Da ramos
musculares, un ramo articular y el Nervio Calcaneo Interno.

Enel pie estan el Nervio Plantar Interno (con una rama interna y otra externa), el Nervio Plantar

Externo (con un ramo superficial y otro profundo) y los Nervios de los dedos (177).
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1.4. BIOQUIMICA: FOSFORILACION OXIDATIVA

La energia quimica o potencial de las sustancias alimentarias se encuentra en las uniones covalentes
entre los 4tomos de una molécula. Durante la hidrélisis de uniones quimicas tipicas se produce la
liberacién de unas 3 000 calorias por mol. Dentro de la célula viviente esta energia no se libera de forma
stibita, sino de un modo gradual y controlado, mediante la intervencion de gran cantidad de enzimas que
convierten al final el combustible en CO; y H,O (51).

La energia liberada puede ser utilizada por la célula en: 1) sintetizar nuevas moléculas, por medio
de reacciones endergénicas, para reemplazar a otras o para el crecimiento y metabolismo normal
celular; 2) realizar trabajos mecanicos, como la division celular, la citolisis o la contraccién muscular;
3) efectuar el transporte activo en contra de un gradiente osmodtico o idnico; 4) mantener los
potenciales de membrana, como la conduccion y transmision de impulsos nerviosos, 5) secrecion
celular; 6) producir energia radiante (bioluminiscencia). S6lo en las reacciones del primer grupo la
energia proporcionada por las sustancias alimentarias se transforma en uniones quimicas de
energia. En los otros cinco tipos de reacciones hay una transformacion de energia quimica en otras
formas de energia.

Entre todas estas transformaciones existe un eslabon comin, el compuesto adenosintrifosfato
(ATP). El ATP se encuentra en todas las células y tiene como caracteristica quimica principal la de
poseer dos uniones terminales, con un potencial energético mucho mas alto que todas las otras uniones
quimicas. E1 ATP estd compuesto por la base purica adenina, una ribosa y tres moléculas de dcido
fosforico (la adenina mas la ribosa forman el nucledsido adenosina). El ATP se puede transformar en
adenosindifosfato  (ADP) y adenosinmonofosfato (AMP), principalmente, pero también en
citosintrifosfato (CTP), uridintrifosfato (UTP) y guanosintrifosfato (GPT). La liberacion de cualquiera
de los fosfatos terminales de ATP produce 7 300 calorias por mol, en lugar de las 3 000 calorias de
las uniones quimicas comunes. La unién al fésforo de alta energia permite a la célula acumular una gran
cantidad de energia en muy pequefio espacio y tenerla lista para ser usada tan pronto como la necesite
51).

La glucolisis es el primer paso en la liberacion de energia. En condiciones anaerdbicas la glucosa es
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degradada a lactato por un proceso denominado glucolisis (49,51). La glucolisis se realiza por una
serie de 10 enzimas, todas ellas localizadas en el citosol, y el producto de una enzima sirve de sustrato
parala reaccién siguiente. La produccion de energia neta de esta cadena de reacciones es de dos
moléculas de ATP y piruvato, a partir de una glucosa (13,51). En condiciones anaerobicas ¢l piruvato
es usado como aceptor de hidrogeno y convertido en lactato. Si la glucolisis tiene lugar en
condiciones aerdébicas los productos finales son  piruvato y coenzima NADH, que contiene poca
energia.

El piruvato contiene gran cantidad de energia, tras producir lactato, y experimenta una nueva
degradacion, pero esta vez dentro de la mitocondria. Esto se realiza en dos pasos consecutivos: el
ciclo de Krebs o del acido tricarboxilico y la fosforilacién oxidativa. El piruvato entra de manera
directa en la matriz mitocondrial y es convertido en acetil-coenzima A por la enzima  piruvato
deshidrogenasa. La NADH no puede penetrar de forma directaen la matriz y sus electrones son
transferidos al dihidroxiacetona fosfato, que los pasa a la mitocondnia por un mecanismo de transporte
(35,39,51).

En el caso de organismos anaerdbicos y de tejidos, como el musculo esquelético, que pueden
funcionar cierto tiempoen condiciones anaerébicas, la glucolisis es la principal fuente de energia
{32,51). En este puntoes interesante mencionar el balance energético general que es el resultado de la
funcién de las mitocondrias (49,141,168). De las 686 000 calorias que contiene una molécula de
glucosa, menos del 10% (es decir, 58 000) pueden ser liberadas por glucolisis anaerdbica. Una
cantidad mucho mayor de esta energia es liberada por fosforilacion oxidativa (51).

El ciclo de Krebs, también se le denomina ciclo del acido tncarboxilico o del acido citrico, tiene
lugar en la matriz mitocondnal. Sirve como primer paso de una via comun para la degradacién de las
moléculas combustibles. En el citoplasma celular estas sustancias son modificadas metabdlicamente,
produciendo grupos acetilo, que entran en la mitocondria. En una primera etapa, los grupos acetilo,
unidos a la acetil-coenzima A, son Iincorporados al ciclo de Krebs (penetran moléculas de CO, y
protones, H). En la segunda etapa, los H' son captados por la cadena respiratoria y se combinan con O,

para formar H,O. Este proceso genera también ATP por la fosforilacion de ADP (51,71).
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El sistema de transporte electrénico de la mitocondria se acopla en tres puntos con el sistema de
fosforilacién, Los protones (H') son traslocados a través de la membrana, del lado M (matriz) al lado
C (citosol) por medio de la cadena respiratoria. De acuerdo con la hipétesis quimio-osmotica (de Peter
Mitchel: por cada par de electrones provenientes del ciclo de Krebs que es trasportado por el sistema de
trasferencia de electrones, la ATP-asa sintetiza una molécula de ATP), esta traslocacion crea una
diferencia de pH y un potencial de membrana. Ambos gradientes constituyen la fuerza motora de los
protones que tienden a mover el H" de vuelta, desde el lado C al M de la membrana. Puesto que la
membrana mitocondrial interna es muy impermeable a los iones H', éstos sdélo pueden pasar al ladoM a
través del "canal de protones” de la ATP-asa mitocondrial (es un complejo multipolipeptidico). Cuando
los H' se mueven del lado C al M, la ATP-asa, operando en forma inversa, cataliza la sintesis de ATP.
Por cada NADH que es oxidada se traslocan 6 protones, los cuales al volver al lado M daran origen a 3
moléculas de ATP. La formacidn de ATP, en la cadena de electrones, se produce en fres pasos sucesivos.

El balance energético de la respiracion aerébica muestra que se producen 36 moléculas de ATP a
partir de cada molécula de glucosa. La célula acurnula el 40% de la energia quimica liberada por la
combustion de glucosa en forma de ATP. El resto de la energia se disipa en forma de calor o es
utilizada en otras funciones celulares (51,77,88).

Como las actividades metabdlicas mas importantes de las mitocondnias ocurren dentro  del
compartimento interno, debe existir un flujo rapido y activo de ciertos metabolitos a través de las dos
membranas. Por ejemplo, los productos del metabolismo extramitocondrial deben llegar a la matriz
mitocondnal para ser oxidados, dela misma manera que el ADP y el fosfato para formar ATP. De
forma simultanea, los productos finales, como H,O, ATP, urea y amoniaco, deben abandonar la
mitocondria (51).

Las membranas mitocondriales presentan importantes diferencias en cuanto a su permeabilidad.
La membrana externa es permeable de manera libre a los electrolitos, agua, sacarosa y moléculas de
hasta 10 000 daltons; por otra parte, la membrana intema suele ser impermeable a los iones y a la
sacarosa en condiciones normales.

La membrana interna de la mitocondria utiliza transportadores (carriers) especificos para el paso de

diversas sustancias (51).
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Los transportadores mas importantes son los que intervienen en el paso de ATP, ADP y fosfato
inorganico (Pi), lo que permite Ja entrada de ADP y Pi a la matnz mitocondrial y la salida de ATP al
citosol (son transportadores especificos) {51). El estudio de la traslocacion ADP-ATP es facilitado por el
hecho de que hay inhibidores especificos para el transporte, lo que ha permitido sugerir un modelo de
poro como el mas probable, El componente eléctrico de los distintos gradientes parece ser e} mas
importante para el trasporte del ATP (8). En experimentos recientes, se ha comprobado un efecto
modulador en ¢l trasporte del ATP mediante canales sensibles al calcio en células musculares (32) y al
potasio en células miocardicas, en células [3 del pancreas y en otros receptores (96,110,175). Los
granulos cromafines se han utilizado como un modelo excelente en los estudios del trasporte de
nucleotidos (8,186).

La conformacion interna de las mitocondrias puede variar entre dos estados extremos. Uno, es el
estado ortodoxo (en tejidos intactos); el otro, corresponde al estado condensado, en el cual hay una
contraccion  intensa del compartimento mitocondrial interno, con acumulacion de liquidos en el
externo. En la conformacion ortodoxa la membrana interna presenta las caracteristicas crestas, la matriz
ocupa casi todo el volumen de la mitocondria y tiene aspecto granular o reticular. En la conformacion
condensada el plegamiento de la membrana interna se realiza al azar y la matriz, ahora mas homogeénea,
representa sdlo cerca del 50% del volumen mitocondrial. En ciertos puntos se observa la existencia de
uniones de contacto entre ambas membranas de la mitocondria (méas abundantes en la conformacion
condensada). Se ha propuesto una funcion reguladora, que intervendria en el intercambio ATP/ADP
a través de las dos membranas mitocondrales (51).

El funcionamiento del sistema de transporte electronico se considera necesario para que pueda
lievarse a cabo la trasformacidon del estado condensado al ortodoxo. La inhibicién de la cadena
respiratoria impide esa transformacién. El estado ortodoxo se produce cuando el ADP externo
disminuye y, por consiguiente, no hay susirato para la fosforilacion. Si en este momento se agrega
ADP, la respiracién aumenta muy ripido v tiene lugar la contraccion de la membrana intema. En
ausencia de ADP €] volumen de las mitocondrias puede aumentar entre tres y cinco veces con
respecto a su valor normal. La adicion de ATP o la reanudacién del mecanismo respiratorio permiten

que la mitocondria recupere su tamafio original (51,168).
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Si bien la respiracion y la fosforilacidn oxidativa son las funciones mitocondriales mds importantes,
las mitocondrias estan relacionadas, también, con la incorporacidn y eliminacion de sustancias
intracelulares. Se acumutan los ijones calcio y fosfato (son agentes productores de hinchamiento),
succinato, glutamato, isocitrato, aspartato, manganeso y bicarbonate. Y pueden expulsar de manera
activa agua y pequefias moléculas, en la proporcidn de varios cientos por cada molécula de ATP utilizada
(Ia incorporacién de agua a la mitocondria esta asociada con el desacoplamiento de la fosforilacién

oxidativa) (51).
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1.5. ETIOPATOGENIA

En la actualidad, los traumatismos constituyen la causa principal y Unica que permite la realizacion
de reimplantes de las extremnidades.

Las amputaciones trauméticas constituyen un 12% del total de  amputaciones (en patses
occidentales), Y los traumatismos que producen amputaciones o avulsiones, totales o parciales,
ocurten en su mayoria a nivel laboral y por accidentes de circulacion.

Los accidentes laborales afectan a la extremidad superior en mayor proporcion, no ocurriendo lo
mismo en accidentes de circulacion.

Las avulsiones extensas de la extremidad inferior no son, hoy dia, un acontecimiento raro. Sin
embargo, la cantidad de informacidnn disponible sobre este tema es escasa.

Las avulsiones importantes de la extremidad inferior son causadas, ante todo, por accidentes de
vehiculos de motor. Si bien las motos y los coches explican un gran numero de casos, las heridas de la
extremidad inferior que son resultado de atropello por un autobis o camion son las mas severas. Ello es
debido & que los 2 neumaticos posteriores de estos vehiculos reparten 1a fuerza motriz sobre una extensa
superficie (2,93).

La herida por avulsion comin de la pierna es la mas frecuente y produce una herida abierta,
con destruccion de la piel y el tejido celular subcutdneo, con tejido macerado a su alrededor, roturas o
contusiones vasculo-nerviosas, laceracion y aplastamiento muscular variable y fracturas en un 80% (93).

La herida por avulsién atipica de la pierna se produce por atropelio de camiomnes y no estd bien
documentada. La piel y el tejido celular subcutaneo tienen pequefias heridas pero se asocia a un gran
despegamiento de dichos tejidos y de tejidos mas profundos de la extremidad. Se asocia a extensas
lesiones musculares y fracturas (93).

El tercer tipo de herida por avulsion es 1a avulsién plantar. Tiene 2 tipos de lesiones: 1) avulsion
completa, con rotura de los musculos y fracturas diversas. Se suele asociar, a veces, a la amputacién
distal del pie; 2) avulsién parcial, con una base proximal o distal de colgajo, congestién blanda,
hemorragia subcutanea en la parte distal del colgajo y color rojo. Pero es engafiosa, pues con frecuencia

se necrosa (93,98).
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La amputaciéon de una extremidad es uno de los procedimientos mas antiguos de la cirugia, sole se
empleaba como método desesperado y, a menudo, insatisfactorio para salvar la vida. En la actualidad,
se usa no solo para este proposito sino para crear un mufidn que, cuando se adapta con una protesis,
restaura al maximo grado posible la funcidn del miembro (7).

Se requiere la amputacion en un traumatismo cuando la cirugia conservadora o reparadora no ofrece
una posibilidad razonable de restauracion funcional (7,188).

Pero hoy dia, hay que intemtar el reimplante quirargico de la extremidad amputada, parcial o
totalmente, con rehabilitacién posterior del paciente, ya que las nuevas técnicas de microcirugia y los
instrumentales, asi como los aparatos de seguimiento y control post-quinirgico, nos permiten obtener
buenos resultados.

La experiencia indica con claridad que las heridas cortantes son mas favorables para el reimplante
inicial y el buen resultado a largo plazo. En general, las heridas por arrancamicnto tienen una
regeneracion nerviosa menos completa, mayor dafio Osteo-muscular vy lesiones vasculares mas
importantes, y la reimplantacién es mas dificultosa y con menor éxito. Las heridas que se consideren
demasiado sucias para un cierre primarie, no deben aceptarse para el reimplante (5,54,93).

La herida de una amputacion traumitica es raro que sea una incision himpia y la reimplantacion
incluye algo méas que acoplar solo los extremos de estructuras divididas. Mas que en ninguna otra
operacion, la restauracion quirurgica de una extremidad amputada requiere conocimiento de la
curacién de las heridas (factores que la influyen y tiempo necesario); la observacion de que la
infeccion es la causa principal del fracaso temprano después de reimplantar extremidades, lo que pone
de relieve la necesidad de conocer la microbioiogia quirurgica (reducir al minimo, descubrir v tratar la
infeccion). Un problema basico de la reimplantacion es el fendmeno de la isquemia y el restablecimiento

de la circulacion (5,54).
A.- Isquemia

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

los estudios de maltiples investigadores, los cuales nos han permitido conocer los cambios ocurridos

como consecuencia de la isguemsa.
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Unos estudios han side realizados en seres humanos (70,98,115) yen ofras investigaciones el
material de estudio se ha obtemido mediante la creacion de modelos experimentales (176,209,216). Los
descubrimientos de estas investigaciones permiten comprender mejor los aspectos patogénicos. La
secuencia en la respuesta tisular y celular en el hombre es bastante similar a la observadaen los
animales (183,212,232), aunque la experiencia acurmulada a lo largoe de los afios ha demostrado que no
existe ningin modelo experimental equiparable por igual al humano y que sélo en alguno de sus
aspectos evolucionan de la misma manera (68,90,111). En el ser humano, el grado y la extensién del
proceso reparativo pueden ser modificados de manera muy amplia, por la propia lesion y por el uso de
medicacion.

Cuando el riego sanguineo de una extremidad se ha interrumpido por completo {como en una
amputacion traumatica), el oxigeno disponible se agota rapido y comienza el metabolismo anaerobio
(51,184). Al final, se llega a un estado irreversible cuando el restablecimiento de la circulacion
sanguinea ya no logra la recuperacién. El tiempo transcurrido entre ¢l comienzo de la isquemia y la
etapa de irreversibilidad varia mucho segin los tejidos (193). El musculo esquelético es el tejido de una
extremidad mas sensible a la isquemia (113,134,183), seguido por los nervios (130), la piel, la grasa y
el hueso. Si hay presion e isquemia (sindrome compartimental), se afecta primero el nervio
(134,152,176).

La mayoria de los experimentos que han estudiado e} tiempo maximo de tolerancia a la isquernia
se han realizado restableciendo el flujo sanguineo después de diversos periodos de isquemia y
observando los cambios morfologicos, fisioldgicos o bioquimicos acaecidos.

El tejido muscular ha sido estudiado mediante métodos muy diversos -incluyendo la histoquimica
(44,120,163), la bioquimica (89,181,183), el microscopio dptico (68,92,161), el microscopio electrénico
(120,158,161}, la electromiografia (115,134,216), la espectroscopia con resonancia nuclear magnética

(1,31,65,66), la cromatografia liquida (19,179,210)- para comprobar estos cambios.

a) Cambios Morfologicos

Se han descrito diferentes cambios histoldgicos en los musculos  isquémicos utilizando

microscopia optica (68,163,197) y electronica (92,180,205), observandose diferencias segin las
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especies en cuanto a resistencia del musculo a la isquemn:a.

Con el microscopio Optico, en experimentos realizados a temperatura ambiente e isquemia de
extremidades de 3 horas en ratas (68}, por oclusion arterial, y de 2 horas en conejos (163}, por un
manguito, se han observado intensos cambios musculares, evidenciados por la pérdida de la estriacidn
transversal, fragmentacion de las fibras e inflamacion de las mismas, con focos de necrosis. Los
musculos que presentan estos cambios pueden clasificarse como dafiados de forma intensa, pues las
células musculares no sobreviviran (68,163).

Van Alphen (220) descubrié que la necrosis focal, la degeneracion hialina y los procesos de
regeneracion eran las manifestaciones mas caracteristicas en los musculos reimplantados después de una
1squemta fria de 12 horas.

El nimero de fibras con degeneracion discoide y degeneracion hialina encontradas tras una isquemia,
con supervivencia del masculo de | 6 mas dias, se correlacionan con el fracaso en la recuperacion de
la contractilidad (111).

Petrasek (164), en experimentos con conejos, observd que las fibras musculares de contraccién rapida
tenian mas lesién que las fibras de contraccion lenta, solo manifiesto en isquemias superiores a 5 horas.

Con el microscopio electronico los cambios isquémicos encontrados han sido anormalidades
mitocondriales (como hinchazon y desorganizacion de las crestas) (83,88), un ensanchamiento de los
espacios interfibrilares, hinchazon del reticulo sarcoplasmico, pérdida de los granulos de
glucégeno, aumento de las gotitas de lipidos, cuerpes densos  intramitocondriales y
desorganizacion de la estructura fibnlar (111,207,209).

Otros autores (90,183) han descrito cambios  degenerativos ultraestructurales parecidos tras
isquemias musculares de 3 horas: degeneracion intensa de la estriacion transversal, disolucion de
las lineas Z y pérdida de la distincién de las bandas A-I; hinchazén mitocondrial intensa y
desorganizacion de las crestas; densidades floculares intramitocondriales; inclusiones de placas
trilaminares intramitocondriales, y fagocitosis de elementos miofibrilares por leucocitos
polimorfonucleares.

La lesion muscular causada por la isquemia tiene un componente primario y un componente

secundario (183). La lesién aguda (primaria) celular se relaciona con el dafio metabdlico inmediato,
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que se produce durante la aplicacion de un torniquete. Si este dafio inicial es grave, se ponen en
marcha procesos patolégicos que pueden originar una lesion tisular adicional (secundana) después
de soltar el torniquete,

Lesidn Primaria: se observan signos precoces de lesion morfolégica primaria de las células
musculares después de 1 hora de isquemia vy, en ocasiones, después de media hora (158,180). Con
tiempos de torniquete mds largos, estos cambios se hacen mas extensos y severos. [a degeneracidn
focal miofibnlar y la necrosis celular se ven después de 2 0 3 horas de isquemia (44,68,90) vy se
hacen mas difusas, de manera progresiva, con la duracion creciente de la isquemia (180,209).

La lesion isquémica primaria del muisculo se manifesté, también, por una perrneabilidad anormal
inmediata de la membrana celular para las enzimas del citoplasma (212), permitiéndolas salir a los
espacios extracelular y vascular (167). En el misculo esquelético, asi como en el misculo cardiaco, ia
elevacion de los niveles séricos de la creatin fosfokinasa se relaciona de forma estrecha con la
duracion del dafio isquémico y con el grado de lesion tisular (90,100,183). El aumento de los niveles
de creatin fosfokinasa no se produce, por o general, durante la primera hora de isquemia de una
extremidad, pero se han observado elevaciones significativas después de 2 6 3 horas de isquemia
(90,212). La medicién de los niveles séricos de la creatin fosfokinasa es muy (til en los estudios
con torniquete, ya que la cretin fosfokinasa es responsable del dafio del musculo situado debajo del
manguito asi como del musculo distal a éste (127,159,161).

Lesion Secundaria: Las manifestaciones morfoldgicas del dafio a las células musculares llegan a
ser més evidentes y mas extensas con el paso del tiempo, después del dafio verdadero primario,
llegando al maximo dentro de las 24 horas posteriores a la suelta del torniquete, por lo general
{44,68,132). En parte, es debida a que la desorganizacién celular y la autolisis de la lesiéon primaria no
es instantinea, pues le lleva tiempo desarrollarse con plenitud (159,183). Sin embargo, muchos
mvestigadores han proporcionado pruebas, en la actualidad, indicando que una parte significativa del
refraso en los cambios morfologicos, siguiendo a la aplicacién prolongada de un torniquete, representa
la progresion secundaria del dafio celular, a pesar de la revascularizacion (90,161,183).

Después de periodos de isquemia vprolongados, [a revascularizacion de la extremidad y la

entrada de moléculas de oxigeno originan productos toxicos (157), tales como los radicales de oxigeno
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y el peréxido de hidrégeno (71,73). Estos radicales libres (originados por la degradacion enzimatica
mediada por la xantina oxidasa de las células endoteliales vasculares) inducen la peroxidacion de las
membranas lipidicas y un aumento de la permeabilidad vascular (81). Incrementos de la actividad
de la xantina oxidasa se aprecian a las 2 horas de una isquemia muscular. Por otra parte, los
neutréfilos (27,91,101) contribuyen a la formacion de los radicales libres. La activacion de los
neutrofilos incrementa el consumo de oxigeno y se asocian con una mayor mortalidad por shock. La
activacién de los leucocitos se produce por lesiones a nivel endotelial (116,i26) o por efectos
mecanicos. Una manera de evitar la produccion de estos radicales libres consiste en un mayor control
de la reperfusion (15,100), la utilizacidn de antioxidantes (81}, la inhibicién de la activacidn de los

leucocitos (117,156,235) o la produccion de 6xido nitrico (117,157).

b) Cambios Bioquimicos

Los pocos estudios metabdlicos relevantes que se han concentrado en los acontecimienios
intracelulares han demostrado, por lo general, una recuperacién metabdlica mas rapida en el misculo,
después de la suelta de un tomiquete, de lo que los parametros extracelulares han dado a entender
(89,142,155), pero hay todavia discrepanciasen la velocidad exacta de la reconstruccion celular
(80,122). Los resultados conflictivos son, casi siempre, inevitables, debido a que los métodos empleados
en estas investigaciones han sido la biopsia muscular (técenica dificil y de naturaleza invasiva) vy las
técnicas de ensayo de los metabolitos tisulares. Ademas, estos estudios no han intentado relacionar
la alteracién metabdlica y su recuperacion con el grado de lesion tisular debido a la isquemia (183).

Avances recientes en la utilizacion de la  espectroscopia del fosforo-31 con resonancia nuclear
magnética (40,181,182), de gran rendimiento, mnos ha permitido controlar de forma no invasiva el
metabolismo energético celular y su pH en el musculo "in  vive", durante la isquemiay la
revascularizacion (139,183,184,214).

El estado bioenergético de las células vivas puede ser caracterizado, de forma cuantitativa,
mediante el equilibrio entre los metabolitos del fosfato de alta energia, tal como la proporcion entre la
PCry el ATP (1) o entre la PCr y ¢l Pi (39). Los cambios en los niveles relativos de PCr y el Pi ocurren

casi de inmediato como respuesta a la isquemia y a la revascularizacion (183,184). En un
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experimento con 3 horas de tormiquete, los datos de la RNM muestran una degradacidn de la PCr con
un incremento concomitante del Pi, evidentes dentro de los 5 minutos posteriores al inflado del
torniquete y continud durante el tiempo en que ¢l musculo permanecio isquémico {183). Una inversion
raipida de estos cambios ocurié con la revascularizacidn. La resintesis de PCr se detectd, por lo
general, dentro de los 10 segundos posteriores a la liberacion del torniquete, siendo completada poco
después, necesitando | minuto por cada hora precedente de isquemia continua. La fosforilacion
oxidativa es el Unico medio por ¢l cual s¢ puede mantener una resintesis tan ripida de PCr dentro de la
¢élula, indicando que hubo una reanudacidon ripida de la entrada de oxigeno en la mitocondria y que
la funcién enzimatica oxidativa estaba intacta (183). No se observaron cambios significativos en los
niveles celulares de ATP en ningtin momento. Esto demuestra la capacidad de la PCr como depdsito de
fosfatos de alta energia v 1a capacidad glucolitica del musculo esquelético (indicado por un aumento
progresivo de los glucofosfatos durante la isquemia).

En la isquemia normotérmica, la degradacion significativa de! ATP no comienza hasta que la reserva
energética crucial de PCr esta casi agotada (24,99,182). Las 3 horas de isquemia deben estar muy
cerca de ése punto en el musculo del perro, ya que la PCr se agoto en un 95% (183).

Hoult et al (99), utilizando técnicas de RNM, mostraron que tras la amputacion de la extremidad de
una rata los niveles musculares de PCr descendian en 1 1/2 horas y el ATP un 50% a las 3 horas, con
descenso del pH mas manifiesto al comenzar el metabolismo anaerobio al desaparecer la PCr.

En otros experimentos (183,184), se ha observado una pequefia, pero con significacion estadistica,
alcalinizacién de! citoplasma celular durante los 30 primeros minutos post-isquemia, La
alcalinizacién isquémica inicial se piensa que es debida al consumo de protones de la hidrolisis de
PCr, a pesar de la minima actividad glucolitica imicial (66). Siguiendo a esta leve alcalintzacion, el
pH celular ¢cayé por debajo de la linea basal después de 1 hora de isquemia y continué ¢l descenso con
rapidez con posterioridad. El valor maximo del descenso del pH se observé con 3 horas de
isquemia, cuando la velocidad de disminucion de la PCr estaba enlenteciéndose y la actividad glucolitica
{(indicada por los niveles de glucofosfatos) estaba en su punto maximo. El valor del pH era de 6,35 con
una acidosis celular grave (183).

Chiu et al (43) midieron incrementos en los niveles de CPK en la sangre de la vena femoral de
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perros después de un periodo de isquemia de 2 a 3 horas con tomiquete (escape celular post-
isquémico). Y el pH medidoalas 3 y 6 horas de isquemia tenia unos valores respectivos de 6,76 y
6,12.

El pH muscular ha sido relacionado en la prictica clinica con la produccién de idcido lactico y
pirtivico y con las diferencias arterio-venosas de oxigeno. En un modelo experimental en ratas, el
pH muscular reflejo un cambio desde la fosforilacion oxidativa a la glucolisis anaerobia desfnués de una
hora y media de isquernia normotérmica (212}.

Esta observacion sugiere que para la cirugia de reimplante puede ser posible el predecir la
probabilidad de viabilidad del tejido muscular, de una extrermidad, mediante la medicion del pH
muscular en el quirdfano. Una cifra de pH por debajo de un cierto valor podria indicar la realizacion de
una amputacidn mejor que el reimplante. Un pH muscular inferior a 6,5 seria incompatible con la
supervivencia del tejido (212).

Por motivos obvios, la extension del periodo tolerable de isquemia de la extremidad es muy
importante y deseable para la reimplantacion. El agente mas viejo y el mas utilizado para lograrlo es
la hipotermia (184,219), ya que disminuye los procesos metabdlicos.

Alien (3,4), en 1930, fué el primero en realizar estudios sobre los efectos dela temperatura en la
tolerancia de lostejidos dela extremidad a la isquemia.

En experimentos realizados con perros (212) se ha comprobado ¢l deterioro metabdlico de una
extremidad postertor amputada y conservada , durante 6 horas, en agua helada, en refrigeradora 4°C y 2
temperatura ambiente de 25°C. Tras reimplantarla, los animales cuyas patas se conservaron en agua
helada sobrevivieron todos, el 80% con conservacidon del miembro en refrigerador v el 50% con
conservacion a temperatura ambiente. Por lo que es justo asumir que el limite de tiempo de isquemia de
una extremidad amputada y conservada en agua helada estd entre 6 y 12 horas (212).

Otros autores (5,57,184) confirmaron que  mediante el enfriamiento de una extremidad
amputada, en  amimales de experimentacion, disminuia la posibilidad de una "toxemia post-

reimplante”.
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B.- Revascularizacion

El reimplante de extremidades después de prolongados periodos de isquemia puede ser viable en
muchos casos, pero la funcionalidad del miembro es, a menudo, escasa debido a la produccion de
un sindrome compartimental y una toxemia del reimplante, que compromete la viabilidad y la funcién
neuro-muscular (111).

Cuando se restablece ¢l curso de la sangre en una extremidad isquémica, el flujo arterial femoral
aummenta de forma ripida hasta un nivel superior al que tenia antes de la amputacién. Ademas, se
aprecia un aumento neto de la hemorragia por los extremos distales musculares, con un
enrojecimiento visible dela piel (por una hiperemia reactiva). Se produce un aumento del peso de la
extremidad, al mismo tiempo, durante dos horas; después, el aumento es muy lento durante una
semana; mas tarde, ¢l edema empieza a ceder (201).

No estd claro el papel que desempefia la interrupcion hinfitica en la formacién del edema, pero hay
datos que indican que la reconstruccion de las vias linfaticas dismunuye el edema (199).

El efecto general principal del restablecimiento del riego sanguineo en una extremidad retmplantada es
la aparicion de un shock, que se ha denominado "toxemia del reimplante” (5,86,134). Esta toxemia no es
uniforme en su aparicién, pero se ha descrito tanto en clinica (135) como en experimentos
(176,183,219).

En el reimplante y en el trasplante la circulacion es devuelta al musculo isquémico por las
anastomosis vasculares.

Diferentes estudios de la microcirculacion de la piel y del misculo demuestran que, después de
la isquemia, el restablecimiento del flujo en vasos grandes no va acompariado de un flujo uniforme en
la microcirculacion. Se ha descubierto que después de la isquemia por un tommiquete el flujo sanguineo
no retornaba de inmediato a todas las areas que habian permanecido isquémicas, originando defectos o
areas de no reflujo (209).

La extremidad inferior puede ser dividida en 3 4reas anatdmicas en lo referente al riego sanguineo:
Muslo, Piema y Pie (29,69,213). Se ha practicado dicha divisién por los multiples estudios de la
circulacion efectuados para la realizacién de trasplantes musculo-cutaneos pediculados (2,34,78,202).

El reimplante o la revascularizacion de un segmento de un miembro que incluye una masa muscular
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importante puede ser un procedimiento peligroso e incluso representar un riesgo  vital para el
paciente. Este hecho esta relacionado de manera directa con la duracidon de la anoxia muscular, la cual
puede ser responsable de un sindrome de liberacion del torniquete con su riesgo asociado de falla
multiple de las funciones vitales, Una vez gque la vascularizacion ha sido restablecida, todos los
esfuerzos deben dingirse a la conservacion de un flujo sanguineo éptime  y a evitar una isquemia
secundaria del miembro reimplantado, debida al aumento de la presidn en los compartimentos

musculares, asociada al edema postraumatico y postandxico (sindrome compartimental) (140).
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1.6. OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO -

A.- OBJETIVOS

El estudio aqui realizado se emprendié con dos objetivos:

1.- conocer €l grado Optimo de enfriamiento de los tejidos, mediante la técnica de la hipotermia
intermedia, que minimice el deterioro metabdlico del musculo esquelético isquémico y la manera
mas sencilla de mantener este grado de hipotermia en el medio clinico.

2.- ¢l estudio de los fosfatos de alta energia, como pronosticadores del éxito del reimplante de
una extremidad, mediante  espectroscopia del P-31 con RNM (resonancia nuclear magnética) y
H.P.L.C {cromatografia liquida de alta presion), y su verificacion mediante ¢l estudio seroldgico e
histoquimico del musculo y su capacidad de respuesta funcional con la estimulacién neuromuscular de

la extremidad.

B.- HIPOTESIS DE TRABAJO

St el enfriamiento de una extremidad durante un periodo de horas variable es bisico para el éxito de un
reimplante, ya que origina una disminucién del metabolismo energético celular y una menor acidosis,
sobre todo de las células musculares, con un descenso en los niveles de los fosfatos de alta energia y
una pérdida de la capacidad de recuperacidn  de las células musculares y de su poder de
contraccion, Entonces, durante qué periodo de tiempo de isquemia la utilizacién de un método de
hipotermia que disminuya la temperatura de los tejidos sin congelarlos, la hipotermia intermedia, serd
mas efectiva que el enfriamiento con suero a otras temperaturas para evitar la pérdida de los fosfatos
ricos en energia y para gue haya una mejor regeneracion de las fibras musculares y de la respuesta

neuromuscular.
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Material y Método

2.1. GENERALIDADE

El trabajo ha sido realizado en la Unidad de Investigacion Clinico-Experimental del Hospital
Clinico San Carlos de Madnd,

1) Animales de experimentacién: 34 conejos machos, raza Neozelandesa, de 3 a 4,5 Kgs. de peso.
Se han dividido en 9 grupos, de 3 animales cada uno, para un tota! de 27 conejos utilizados en el
experimento.

2) Medicacion:

A.- Pre-operatoria: Anestésica: se ha utilizado sulfatc de Atropina, Ketamina y Xilacina, y
Diazepam ocasional, por via intramuscular.

B.- Operatona: anestésica (Ketamina y Xilacina; a veces, Diazepam )

suero salino fisiologico.
heparina sodica al 5% en vena fernoral (250 a S00 U: 9,05 a | ml).
C.- Post-operatoria: antibiotico: amoxicilina trihidrato (250 miligramos intramuscular [1 mt/ 5 kgr
peso] cada 24 horas), durante 3 dias.
Tiopental sddico, barbitirico de accidn hipnética, por wvia intravenosa o
intracardiaca, para el sacrificio.
3) Guantes y paiios quirirgicos (estériles y no estériles),
4) Material necesario para desinfeccion y curas: povidona yodada, gasas, compresas y
esparadrapo.
5) Instrumental quinirgico:

A.- Instrumental bisico de cirugia: rasuradora (Oster Golden A5, modelo 5-55 H); bisturi (mango
numero 4, hoja 23 y mango nimero 3, hoja 11); tijeras de diseccién (Metzenbaum) y puntiagudas
curvas finas; pinzas de diseccion dentadas (Gillies) y no dentadas (McIndoe y Adson); separadores
(Farabeuf y Volkmann); pinzas hemostaticas; mosquitos (rectos y curvos); portas (delicado y fuerte);
pinza de Adson-Brown y tijera para hilos (Fig.1 y 2).

B.- Instrumental de microcirugia: pinzas de relojero (Stainless y Druco), tijeras de diseccion

(Jakobi 50 y Stainless); pinzas (Stainless); portas (Druco y Drumon), y tijera para hilos (Druco).
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6) Materiales de sutura no reabsorbible:
A.- Arteria y Vena Femoral: monofilamento nylon, calibre 7/0 y 8/0; seda trenzada, calibre 6/0 y 7/0.
B.- Venas superficiales: seda trenzada, calibre 4/0.
C.- Musculo y Fascia Muscular: seda trenzada, calibre 3/0.
D.- Piel: seda trenzada, calibre 2/0.
7) Catéteres de perfusion:
A.- Arterial: Vasocan 22 (FEP TEFLON).
B.- Venoso: Vasocan 22 ( FEP TEFILLON) y llave de tres vias (INO PLAST).
8) Bomba de perfusion: PERFUSOR SECURA, con una capacidad de perfusiéon de 1 hasta 100
mililitros por hora (Fig.3).
9) Medios de magnificacién: Microscopio operatorio: CARL ZEISS OPMI 3, de 10,67 aumentos
(Fig.2 y 3).
10) Luz fria: RAYPA FIBER OPTIC ILUMINATOR F-150 (aumento de un 100% la potencia del haz
de luz frio halogenado) (Fig.3).
11) Termémetros: ICO-MEDICAL y PENN PLAX thermometer.
12) Monitor de transmision neuromuscular: TOF-GUARD INMT (Fig.4).
13) Maquina de hielo picado: SCOTSMAN AF -10°C (Fig.5).
14) Tubos de hematologia: VENOIECT con EDTA K3, de 10 mililitros.
15) Tubos para anailisis serolégico: VENOJECT con Gel Barrier Silicona Coated, de 10 mililitros,
16) Centrifuga para tfubes de anilisis de Ia samgre: HERAEUS LABOFUGE 200 y MSE-
MISTRAL 3000 (3 000 rpm durante 12 minutos).
17) Hematologia: TECHNICON 435.
18) Gasometria: pH/BLOOD GAS ANALYZER 1306 (graduado a 37°C y Hb fijadaen 14,5 gr¥%).
19) Tubos de ensayo de plastico: con capacidad de 3 mililitros,
20) Pipetas Pasteur de plastico: capacidad de 3 mililitros.
21) Homogenizador cénico (2 centimetros cabicos de capacidad).
22) Centrifuga para tubos de analisis de los fosfatos musculares: SIGMA 3K 30 (15 000 rpm durante

10 y 12 minutos, a 4°C), con un rotor Sigma N°12157 {16 000 rpm} y tubos de plastico de 10 mililitros.
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23) Medidor de pH: CORNING 220 (graduado a 22°C, pH 7y 79 mV).

24) Maquina de liofilizacién: VIRTIS 10-324, con temperaturas que oscilan entre +25a -80°C
{liofilizando a -70°C).

25) Congelador: HERAEUS Sepatech (-80°C) y NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC U 57085
(-85°C) (Fig.7).

26) Maquina de vacio: MILLIGER, con potencia hasta 650 milimetros de mercurio (realizando el
vacio a 550 mmHg) (Fig.8).

27) Campana de desecacién por vacio: SIMAX CSN, de 150 mm de didmetro interior.

28) Medidor de HPLC: Equipo de cromatografia WATERS, compuesto por una bomba Waters 600 E,
un inyector automatico Waters 717-Plus, un detector de absorbancia Waters Lambda-Max 481 y un
equipo de Soft-Ward Millenium 2010 versién 2.10 (Fig.11). Utiliza columnas para medicion NOVAPAK
C-18, de 15 centimetros de longitud y 0,39 centimetros de didmetro interior para particulas de 4
micrometros.

29) Medidor de RNM: BRUKER 250 AC (250 MHZ de potencia), con una sonda QNP de 5
milimetros para P-31, y tubos de RNM de 5 milimetros de didmetro con 0,5 a 1 mililitro de capacidad
(Fig.9 y 10).

30) Analisis Histolégico:

A) Histoquimica: necesitando Tissue-Tek, metilbutano y congelacion a -28°C para conservacion y
corte de las piezas (microtomo-congelador MICROM -30°C). Tincién con nitro blue tetrazolium y
adenosin 5'triphosphate (disodium salt), para la técnica de la adenosin trifosfatasa (ATP-asa) a pH
9,4, nicotinamida deshidrogenasa (NADH) y succinil deshidrogenasa (SDH).

B) Microscopia Optica: igual, y tincién con hematoxilina eosina, Masson y Oil-Red. Se utiliza un
microscopio OLYMPUS VANOX-T AH-2.

C) Microscopia Electronica: se introduce la muestra en glutaraldehido y se transporta en tubos
MICRONIC 24. Posterior tincién con azul de toluidina y, al final, contrastado con sales de plomo. Para
el corte de las muestras se utilizan un microtomo PYRAMITOME, cortes de 1 micra, y un
ultramicrotomo ULTRACUT-E, cortes de 600 Amnstrong. El microscopio electronico es un ZEISS

902 de 400 000 aumentos.
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31) Bascula para pesar conejos: MOBBA, pesa hasta 5 Kilogramos.

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

33) Bascula para pesar muestras musculares: STANTON DO-3, pesa hasta 200 gramaos.

34) Acide Perclérico a1 8,4% 1M {(Densidad 1,60, 66% en un litre y Peso Molecular 100,47).

35) Potasa IN (Peso Molecular 56,11 y 85,5% en un litro).

36) Destiladora: MILLIPORE-Q Plus 185, para obtener agua ultrapura o bi-destilada (18,2 MQ em.
de resistencia) (Fig.5).

37) Placas KODAK 4489 para microscopia electrénica.

38) Carrete KODAK 100-ASA, fuz normal, para microscopia dptica.
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E EMA GENERAL DEL EXPERIMENTO

Para un mejor entendimiento de la metodologia seguida y de las pruebas realizadas, se ha preparado
una hoja general, a modo de indice, en el que se especifican éstas.
1.- CONEJO:
A) PESO (En kgr).
B) SEXO (Macho).
C) TEMPERATURA ANAL (En °C).
D) EXTREMIDAD TRASERA UTILIZADA (Derecha).
E) DIAMETRO DE LA EXTREMIDAD (En cm): Muslo y metatarso.
a.- Inicial.
b.- Finalizado e experimento (isquemia + reperfusion).
¢~ A las 24 y 48 horas de la isquemia.
d.- A lasemana de [a isquemia,
2.- ANESTESIA:
A) INDUCCION (ketamina, xilacina, sulfato de atropina vy suero fisiolégico).
B) MANTENIMIENTO (ketaminay xilacina. A veces, se afiade diazepam y suero fisiolégico).
3.- CIRUGIA:
A) Rasurado y desinfeccién de Ia piel .
B) Incision de la piel inguinal y diseccién de la grasa subcutanea.
C) Abordaje  de la vena (canulacion) y de la arteria femoral (clampage). Comienza el tiempo de
1squemia (3, 4 y 5 horas).
D) Incision dela piel y apertura de la fascia del musculo gastrocnemio.
4.- PERFUSION (Suero fisiolégico a 20°, 10° y 4°C).
5.- EXTRACCION DE SANGRE:
A) Medicion del pH, hematologia y serologia:

a.- Basal.
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b.- Durante los tiempos de isquerma.
¢.- A los 30 min de revascularizar.
d.- Alasemana de la isquemia.
6.- MUESTRAS DE MUSCULO GASTROCNEMIO MEDIAL. DERECHO.
A) Estudio de Nucledtidos con HPLC y RNM:
a.- Al finalizar el tiempo de isquemia.
b.- A la semana de la isquemia.
B) Estudio histoquimico:
a.- A lasemana de la isquemia.
7.- MUESTRAS DE NERVIO FEMORAL DERECHO (A lasemana de la isquemia).
8.- FIN DE LA ISQUEMIA:
A) Desclampage arterial y sutura dela arteria.
B) Exiraccion del catéter venoso y sutura de la vena (30 min después).
C) Sutura de la fascia musculary dela  piel (muslo e ingle).
9.- FUNCION NEURO-MUSCULAR:
A) Basal.
B) Durante los periodos de isquemia.
C) A los 30 min de revascularizar.
D) A la semana dela isquemia.
10.- POST-OPERATORIO:
A) Amoxicilina im durante 3 dias, 250 mgr/dia.
B) Drenaje deia incision inguinal durante 24 horas.
11.- NECROPSIA (A la semana dela isquemia).
12.- INCIDENCIAS:
A) Intraoperatorias.
B) Post-operatorias.

C) En la necropsia.
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Fig.- 1. Instrumental quirirgico.

Fig.- 2, Quirifano.



Merreriaf v Motodo

Fig.- 3. Quirdfano: medios téenicos durante ¢l experimento,

Fig.- 4. Tof-Guard y su eolocacidn.
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Fig.- 5. Maguina de hielo v de agua bidestilada,

B e

Fig.- 6, Animalario; sala v jaulas de conejos.
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Fig.- 7 Congelador

Fig.- 8 Maquina de vacio Milliger




Marepial y Métods

| Fig.-9. RN.M: Bruker 250 AC,

Fig.- 10, Soft-ward dela R.N.M




Marerial v Métode

Fig.- 11. Equipo de H.P.L.C: cromatigrafo v detector de absorbancia Waters y equipo
e soft-ward,
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2.2. ANIMAL DEE RIMENTACION

Se han utilizado 34 Conejos Neozelandeses machos, de 3 a 4,5 kilogramos de peso, para un total de 27
extremidades posteriores derechas estudiadas,

Ei conejo (Oryctolagus cuniculus) de raza Nueva Zelanda blanco, es un animal muy utilizado en
experimentacion animal. Como indica el nombre, su pelaje es blanco. Es muy fértil y prolifico, con
temperamento algo nervioso y de gran tamafio.

Los animales han sido alojados en las instalaciones de la Unidad de Investigacién Clinico-
Experimental del Hospital Clinico San Carlos (Madrid), en una habitacién para conejos con 18 jaulas
individuales (6 filas de jaulas). Estian construidas de un material inalterable por el animal y de
substancias no toxicas {acero inoxidable), de limpieza y desinfeccion sencilla y en  ellas se pueden
aplicar con facilidad las tolvas de alimentacion y el sistema de behda.

El animalaric se mantiene a una temperatura que oscila entre 18° y 22°C, con una humedad relativa del
40% al 60%, con aire acondicionado exterior climatizado y filtrado, detector de incendios, ruidos de
poca intensidad y ciclos de luz-oscuridad de 12 y 12 horas, con un sistema de electricidad normal y
otro especial (Fig.6).

La alimentacion de los conejos se ha realizado con pienso compuesto en forma de granulos (5 gr / 100
gr de peso/ dia ) y el agua necesaria (6 ml / 100 gr de peso /dia ).

La alimentacién de los animales esuno de los factores importantes a considerar en experimentacién
animal, por varios motivos:

- Condiciona el estado nutricional de los animales.

- Una alimentacion incompieta puede provocar la aparicion de enfermedades en los animales.

- Una alimentacién que contenga determinados firmacos o productos puede alterar los resultados de la
investigacion.

El manejo del conejo, al ser bastante décil, ha sido sencilloe. La sujecidn se realiza a nivel de
su cuerpo, manteniéndolo entre nuestro cuerpo y el brazo, a la vez que se le inmovilizan sus patas
delanteras con la mano. No es recomendable cogerle por las orejas, para evitar actos de agresividad, por

el dolor o por miedo. Sisélo se puede utilizar una mano hay que sujetarlo porla  piel del dorso (222).

50



Material v Método

2.3. TECNICA QUIRURGICA

A.- PROBLEMAS QUIRURGICOS BASICOS

Convencidos de que el reimplante es uno de los medios de tratamiento mas utiles en los casos de
amputacién, realizamos ¢l programa experimental de la  evaluacién biologica del sindrome de
revascularizacién, con ¢l fin de conseguirlo. Los problemas fundamentales que en un principio se
tuvieron que resolver fueron:

a) Organizacién de un quiréfano con los medios adecuados (macro y microcirugia).

b) Estudio de las distintas técnicas anestésicas aplicables.

¢) Estudio anatémico dela extremidad posterior del conejo.

d) Obtencion de un método optimo de enfmamiento de  los tejidos que disminuyera el dafio
metabolico del musculo esquelético.

€) Estudio de las técnicas microquirirgicas mas adecuadas para realizar las anastomosis vasculares
y nerviosas.

La técnica quirdrgica empleada es la utilizada para la amputacion de una extremidad posterior
(animales) o inferior {(humanos) a nivel inguinal, modificando el método de Kihira (111) (Fig.12y 13).

La duracién aproximada de la intervencion es de 60 minutos,
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Fig- 12. Conejo New-Zeland: incisiones.

Fig.- 13, Conejo New-Zcland: sutura de las incisiones.
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B.- ANESTESIA

[.a Anestesia General es un estado reversible de depresion def S.N.C., caracterizado por:

- Anestesia: supresion de la percepcion de sensaciones, en particular las dolorosas.
- Pérdida de conciencia: que la diferencia de la anestesia local.

- Ausencia de actividad refieja: vagal, etc.

- Relajacidn muscular y ausencia de motilidad voluntana.

Estas condiciones son las adecuadas para realizar intervenciones quirtrgicas mayores, por lo
que se denomina también Anestesia Quirargica (226,227,228).

Los conejos han sido anestesiados con una solucion compuesta por un mililitro de sulfato de Atropina
(1 mgr), dos mihlitros de Ketamina (100 mgr) y dos mililitros de Xilacina (40 mgr) en una misma
jeringa de 10 mililitros, con 5 mililitros de suero fisiologico para diluirlo, administrandose un mililitro de
solucion por kilo de peso por via intramuscular,

La Ketamina (Ketolar®) viene en viales de 10 mililittos y 50 miligramos por mililitto. Es un
hipnético disociativo de accion rapida, con potente accién analgésica. Produce sus efectos
conservando algunos reflejos y la respiracion espontanea.

La Xilacina (Rompin®) al 2% estd en ampollas de 10 mililitros, con 20 miligramos por
mililitro. Tiene accidn tranquilizante, analgésica, anestésica y relajante muscular.

El sulfato de Atropina (Atropina ®) esta en ampollas de 1 mililitro, con un miligramo per mililitro.
Alcaloide natural liposoluble de accién simpaticolitica (antagoniza la accion de la acetil-colina). Se
utiliza para disminuir las secreciones de las mucosas y para prevenir el faringoespasmo y el
bronceoespasmeo (222,226,227).

Para el mantenimiento de la anestesia se emplea la misma mezcla, en un principio; luego, solo
ketamina y xilacina, inyectindose uno a dos centimetros cubicos cada 30 a 60 minutos.

En ocasiones, cuando estd muy intranquilo el conejo y con despertares frecuentes, se prepara una
mezcla de Diazepam 10 miligramos (2 cc), 100 miligramos de Ketamina (2 ¢c) y 40 miligramos de
Xilacina (2 cc), diluyéndolo con 5 ¢cc de suero fisiologico.

El Diazepam (Valium ®) estd en viales de 2 mililitros, con § miligramos por mililitro. Tiene accion
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tranquilizante y relajante muscular (222,227).

El Tiopental Sddico (Pentobarbital sddico) por su potente accion sedante vy anticonvulsivante
(222,228), con periodo de accién breve, sélo se utiliza para el sacrificio del animal, en un émbolo de
5 a 10 mililitros por via intravenosa o intracardiaco.

La via intravenosa en el conejo es practicamente instantanea pero tiene el inconveniente de presentar,
con mucha frecuencia, paradas cardio-respiratorias irreversibles, al ser dificil aplicar maniobras de
resucitacion a esta especie animal. La intubacién es muy dificultosa, lo mismo que la traqueotomia, y
ademas esta Gltima puede interferir el modelo experimental. Hay que utilizar el pentobarbital sédico
muy diluido puesto que su margen de seguridad es muy reducido y las dosis se acumulan. Por ello,

no lo utilizamos para la anestesia (222).
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C.- INTERVENCION

1.- Preparacion de la _extremidad posterior

a.- Rasurado inicial de la cara interna de la extremidad posterior derecha (desde ingle hasta el
tarso) vy el cuadrante inferior derecho del abdomen, limpieza con solucion antiséptica y povidona yodada,
ncision lineal de la piel de la extremidad, de cuatro a cinco centimetros, en el tercio
superior del muslo y paralela al pliegue inguinal, unos dos a tres centimetros por debajo. Diseccion
roma, con gasa, de la grasa subcutanea.

b.- Diseccion del sistema venoso superficial, ligadura con seda 4/0 y seccién del mismo.

c.- Diseccion de la arteria y la vena femoral comtin, desde el ligamento inguinal hasta cinco
centimetros por debajo, respetando el nervio femoral que va paralelo a la cara antero-externa de la
arteria. La vena se canula en primer lugar y a un centimetro por debajo del catéter arterial (permite
mejor colocacion del arterial y mejor perfusién; ademas, evitamos la perforacién de la pared venosa al
no temer que inclinar demasiado la guia metélica); se dan puntos de seda 6/0 en los laterales de la vena,
al igual que en la arteria {para control posterior de los vasos), y se secciona con bisturi, entre ellos, la
cara anterior del vaso, sin clampar. Se canula, de inmediato, conun catéter Vasocan 22y una llave de
triple paso Uno Plast, para [a extraccion de muestras de sangre (la primera extraccion permite
comprobar la permeabilidad de la vena). A continuacion, clampage de la arteria femoral, lo mas
proximo al ligamento inguinal (abarcando los vasos principales de la extremidad) y seccion distal
(a1 cm) con bisturi de la cara anterior de la misma, canulandola con otro catéter Vasocan 22 y se
perfunde a su través con suero fisiologico. Se fijan los catéteres con seda 3/0. Desde este momento, se
crenometran [os tiempos de isquemia.

Los catéteres Vasocan 22 (Fep-Teflon) son de 0,8 milimetros de didmetro y 25 milimetros de largo,
con capacidad para 35 mililitros por minuto.
El tiempo tardado hasta canular ambos vasos varia entre 40 y 80 minutos.

d.- Tras el rasurado y desinfeccién se procede a la apertura dela  piel con una incision

paralela al musculo gastrocnemio medial (disecciéon vertical), de tres o cuatro centimetros.

Diseccion roma del tejido subcutineo, apertura de la fascia muscular, igual forma y longitud, abordando
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el musculo.

2.- Perfusién y Tiempo de Isquemia

La administracion de las soluciones se realiza mediante una bomba de perfusién, Perfusor Secura,
y una jeringa de 50 mililitros, a una velocidad de 90 mililitros por hora en isquemias de 3 horas (270
ml); 70 mililitros por hora en isquemias de 4 horas (280 ml), y 60 mililitros por hora en isquemias de 5
horas (300 ml), para una cantidad de liquido a perfundir similar.

Con este procedimiento la extremidad permanecid en isquemia durante tres, cuatro y cinco horas,
perfundida con soluciones a temperaturas de 20°, 10° (hipotermia intermedia) y 4° +/- 1°C.

La técnica de la hipotermia intermedia se realiza perfundiendo la extremidad, primero, con suero
fisiologico a 4°C durante 60 2 90 minutos; a continuacion, se perfunde con suero a 10°C el resto del
tiempo de isquemia (se consigue asi un enfriamiento réapido de la extremidad con el suero frio-helado
y, luego, mantenimiento con suero frio-no helado). Para conseguir un enfriamiento homogéneo en
los tres grupos, en los tiempos de isquemia de 3 horas se perfundid  suero a 4°C durante 60 min; en
isquemias de 4 horas se perfundio el mismo suero durante 75 min; en isquemias de 5 horas la perfusion

de suero a 4°C se realizo durante 90 min.

3.- Revascularizacion_de la_extremidad

a.- Anastomosis vasculares. Las extremidades de los vasos que deben suturarse o
anastomosarse se liberan con meticulosidad del exceso de adventicia. Primero, lo realizamos en la
arteria, suturandola con nylon 7/0 u 8/0 o seda 6/0, con puntos sueltos o continuos, con aguja
atraumatica. Se prefiere la sutura continua por su mayor rapidezy mejor hemostasia, aplicdndose en la
cara anterior de la arteria a intervalos de 1 a 2 milimetros y a una distancia similar desde los
bordes, evertiéndose los mismos. Realizamos suturas de sostén, seda 6/0, mediante puntos de
colchonero horizontales de eversidn, y posterior sutura continua (método de Carrell modificado).
Desclampage y se restablece la circulacion en la extremidad.

Extirpacién de la misma manera de la adventicia de los cabos proximal y distal de la vena, sutura
con seda 6/0 o con nylon 7/0 u 8/0, con puntos sueltos. Los puntos sueltos permiten una mejor dilatacion

de estas estructuras. Si la intervencion se prolonga por alguna dificultad, se abrevia utilizando la sutura
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continua.

Se utilizé un microscopio quirirgico Carl-Zetss OPMI 3, de 10,67 aumentos, para una mejor
visualizacion.

Eltiempo promedio empleado en realizar las anastomosis arterial y venosa fué de 3 a 10 minutos.

Uno de los problemas que se presentan al realizar las anastomosis vasculares es la falta de
congruencia en el calibre de los cabos a suturar, tras una seccion completa, lo que dara origen a
alteraciones en los flujos vaculares. Para evitarlo, por si se seccionaba por casualidad algtn vaso en
todo su didmetro, se procedio a marcar con puntos los dos laterales de la pared anterior, realizando la
seccidén de los vasos entre ambos puntos. En la posterior reparacidn, la perfecta orientacion de estos
puntos garantizo la correcta unién vascular.

b.- Sutura de la fascia y del masculo gastrocnemio. Se realiza de forma continua con seda
trenzada calibre 3/0, después de haber tomado las biopsias oportunas.
¢~ Sutura de la incision de la piel . Con puntos sueltos de seda trenzada del calibre 2/0.

Se ha elejido un material de sutura poco traumatizante, que se tolera bien por los tejidos y se maneja
con facilidad al emplear el instrumental quirirgico adecuado, utilizando una técnica lo mas
atraumatica posible para actuar sobre estas estructuras.

Con un buen conocimiento de la anatomia del nivel de seccidn es sencillo abordar las distintas
estructuras y lograr una aposicion correcta de las mismas.

Se dejan colocados drenajes de tejadillo durante 24 horas, ya que el problema principal post-quirtirgico
es el edema, causado por la dificultad del retorne venoso y linfatico, producido por la seccion de estas
estructuras. Aunque se repara la vena femoral comun, a veces no basta para drenar todo el flujo arterial.

Para ewitar infecciones (205), al finalizar la intervencion se administran al congjo 250 mgr de

amoxicilina, por via intramuscular, y se repite cada 24 horas durante 3 dias.
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2.4. LABORATORIO

Desde el punto de vista bioquimico, se ha pensado que seria de gran interés el poder obtener una
bateria de pruebas utiles para observar la forma de evolucion del reimplante de un miembro, de manera
global, y poder predecir, de forma precoz, aquellas alteraciones que pudieran estar en relacidn con un

prondstico evolutivo peor.

A.- Medida de los Nucledtidos de Adenina

1.- La adenosina trifosfato (ATP), la adenosina difosfato (ADP) y la adenosina monofosfato
(AMP), se han cuantificado mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC) de estractos de
muestras del musculo gastrocnemio, modificando el método de Kihira (111) y Sugino (210).

2.- La otra forma de cuantificar los fosfatos de alta energia (ATP y ADP), asi como laPCryelPi ha
sidc mediante la espectroscopia del P-31 con resonancia nuclear magnética (RNM), a partir de
estractos celulares del musculo gastrocnemio.

Se obtiecnen muestras musculares tras la anestesia, en una serie de conejos, como control; en los
demas, al final de cada periodo de isquemia y a los siete dias de la revascularizacion.

Tras los resultados obtenidos en diferentes investigaciones sobre ¢l estado metabdlico del musculo
aislado y perfundido, los indicadores més convenientes para valorar la integridad del tejido son los

niveles de ATP, PCry Pi, siendo los valores de ADP y AMP menos eficaces (139).

B.- Serologia

En todos los grupos la sangre venosa se tomd de la vena femoral, a partir de la llave de triple paso
Uno Plast, tras la anestesia y antes de la perfusion (muestra basal), al finalizar los tiempos de
isquemia y a los treinta minutos de larevascularizacion. A la semana, antes del sacrificio, otra toma.

La muestra de sangre obtenida se introduce en 2 tubos para andlisis: uno, es un Venogject con EDTA
3K, se introducen 5 cc de sangre por vacio y servira para medir la férmula hematica; €] otro, es un
Venoject revestido con gel de silicona, se introducen de la misma manera 5 cc de sangre y nos permitira
medir la serologia.

Para evitar la coagulacién de la vena, se instila con 0,5 a 1 mililitro de heparina (250 a 500

Unidades).
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Con la muestra basal se realiza una medicién de los valores sanguineos normales (hematologia), asi
como un anilisis de la creatin fosfokinasa (CPK), la transaminasa glutimico oxalacético (GOT-AST), la
lactico deshidrogenasa (LDH), potasio {K'), calcio (Ca®"), urea, creatinina, glucosa, proteinas y el pH. En
las tomas posteriores se evaluara solo la serologia. A la semana, igual que la toma basal (Tabla II a
XXI; Fig.14 a 89).

L.as mediciones se realizan:

- Los Hematies por miltén (10 %).

- La Hemoglobina en gramos por cien (gr%).

- El Hematocrito en tanto por cien (%).

- Los Leucocitos por mil (10 *).

- Las Plaquetas por mii (10?).

- Las Proteinas en gramos por cien (grio).

- El pH se mide en un pHmetro regulado a 37°C y hemoglobina fijada en 14,5 gramos por cien {Tabla
II a IV; Fig.14 a 24).

- La pCO; y la pO; en milimetros de mercurio (mmHg).

- El HCO,; y el BEb en milimoles por litro {mmol/L).

- La saturacion de oxigeno en tanto por cien (%4).

- La Glucosa, Urea, Creatinina y Calcio en miligramos por cien (mgr%).

- El Potasio en miliequivalentes por litro (mEqg/L).

-La GOT-AST, LDH y CPK en unidades intemmacionales por litro (UL/L) (Tabla V a XXI; Fig.25 a 89).

Para apreciar si existe edema en la extremidad se mide su didmetro, en centimetros, tras la anestesia

{basal), al finalizar el experimento, a las 24 h y 48 h v a la semana, tras lo cual, se sacrifica al animal.

C.- Misculo

Se estudia mediante biopsia del muisculo gastrocnemio derecho, vientre medial, que nos permite hacer
estudios:

1.- analiticos: examen de los fosfatos de alta energia.

2.- histolégicos: con microscopio optico y electronico € histoquimica.
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Todas estas determinaciones nos indican la funcionalidad del misculo, tanto perfundido como en su
posterior reimplante, siendo capaces de predecir el grado de reversibilidad de la lesion isquémica y la
regeneracion muscular. La reversibilidad en la pérdida de la funcion contractil vaa depender, con
mucha probabilidad, de la severidad y duracién de la isquemia, aunque esta relacion permanece en la
actualidad sin cuantificar. En cualquier caso, aunque varios fendmenos pueden considerarse los
responsables de lalesion estructural y de la alteracion persistente dela funcion muscular, el grado de
depleccion de los enlaces de alta energia, asi como su duracién, seria el fenémeno que jugaria un papel
mayor. Es de gran importancia averiguar, a través de las alteraciones detectadasen el metabolismo

energético, los factores que puedan ser capaces de predecir el grado de reversibilidad dela isquemia.
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2.5. ESTUDIO HISTOLOGICO

En primer lugar describiré la estructura histolégica del misculo y proseguiré con las técnicas
empleadas para el estudio de  los musculos y nervios mediante microscopio Optico, micrescopio
electronico e histoquimica.

A.- Misculo
1.- Histologia

El misculo estd adaptado al acortamiento unidireccional durante la contraccidn. A causa de ésto, la
mayoria de las células musculares son alargadas y tienen la forma de huso y la mayor parte del
citoplasma estd ocupado por las miofibrillas contractiles. En el musculo cardiaco y esquelético las
miofibrillas son estriadas y tienen bandas oscuras que se alternan con bandas claras. La unidad
estructural de la miofibrilla es la sarcomera, que también es la unidad contrdctil.

En las células musculares sélo una pequefia parte del citoplasma -el sarcoplasma- mantiene
su caracteristica embrionaria. Se distribuye entre las miofibrillas y es muy abundante alrededor del
nicleo (50,64).

El musculo estriado del esqueleto esta constituido por fibras cilindricas que tienen entre 10 y 100
micrometros de diametro y varios milimetros o centimetros de largo, originadas por fusion en el
embridn de varias células primordiales, los mioblastos. Toda la fibra estd rodeada de una membrana,
sarcolema, que esta polarizada eléctricamente, con un potencial de -0,1 wvoltio, siendo negativa la
superficie interna respecto a la externa. Cuando un impulso nervioso alcanza la placa motora del
miusculo se despolariza la membrana, produciéndose la contraccion de todas las fibras de manera
coordinada (50).

En la fibra muscular existen tres componentes citoplasmaticos muy diferenciados. Uno es la
maguinaria contractil de los miofilamentos, que se disponenen paralelo para formar estructuras
fibrilares, las miofibrillas. El segundo componente es el reticulo sarcoplasmico, diferenciacion especial
del sistema de endomembranas, relacionado con la conduccién en el interior de la fibra y con la
coordinacién de la contraccidn de las diferentes miofibrillas, asi como en la relajacién muscular. Ei

tercer componente son las mitocondrias (sarcosomas), dependiendo su abundancia de la frecuencia
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con la que se contrae ¢i misculo.

Las miofibrillas son estructuras cilindricas alargadas, de 1 micrometro de didmetro, cuyas
estriaciones resultan de la repeticidon dela unidad fundamental, la sarcémera, limitada por una linea
densa, linea o disco Z. Esta linea se localiza en el centro de una zona menos densa, la banda 1. La
banda A tiene una densidad mayor que la banda I, teniendo en su centro una zona menos densa, que la
divide en dos semidiscos oscuros, la banda o disco H (disco de Hensen), en cuyo centro se cbserva la
linea M.

Existen dos clases de miofilamentos: los gruesos, formados por miosina, y los fines, formados por
actina, tropomiosina y las troponinas. Armbos se encuentran en el mismo nivel yen estado de
relajacion la banda 1 contiene solo filamentos finos, 1a banda H sélo filamentos gruesos y la banda A
filamentos finos y gruesos superpuestos. Cada filamento grueso esta radeado de sets filamentos finos y
cada filamento fino se halla situado de forma simétrica entre tres filamentos gruesos, en los musculos de

los vertebrados (50,64).

Se obtienen muestras del miisculo gastrocnemio medial derecho de 1,5 cm de largo por 1 cm de
ancho por 1 cm de grosor {1,5x1x1 cm} y se las introduce en un reciptente transportador, con una gasa
humedecida en suero fisiologico como base de apoyo. En la sala de diseccién del servicio de anatomia
patoldgica se extrae el misculo y se sitia sobre una superficie dura de color blanco, para orientar sus
fibras al realizar el corte. Tras practicarlo, con un bisturi, se coloca una seccién muscular de 0,5 cm x
0,5 cm sobre una base de corcho, de 2 ¢cm x 2cm, con las fibras musculares transversales a éste, se cubre
con un gel Tissue-Tek y se la introduce en metilbutano. El metilbutano se ha congelado con anterioridad,
introduciéndolo en un vaso de vidrio y éste en un recipiente con nitrdgeno liquido, se extrae al
congelarse y se deja que se descongele (pasa a liquido) el centro (3 a 5 minutos), introduciendo en
dicho momento la pieza de misculo invirtiendo el corcho. Al congelarse, presenta un aspecto
blanquecino, se lleva a un congelador a -80°C para su conservacién y posterior utilizacion en el estudio
histoquimico.

La colocacion de las fibras musculares en posicion transversal con respecto al corcho se debe a
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que asi evitamos los artefactos al realizar los cortes en el microtomo (Mikrom).

[l congelar el misculo en metilbutano y éste congelarlo en nitrégeno liquido, y no en el nitrogeno
liquido de forma directa, se debe a que asi evitamos la formacidn de cristales de agua por congelacion
dentro de la fibra muscular. EI metilbutano congeia de manera rdpida y por igual, siendo mas lento el
nitrégeno lquido, no apareciendo artefactos (burbujas) en las preparaciones posteriores.

Otra seccién del musculo se introduce en un vaso con formol al 10% tamponado, conservindose en €l
hasta su utilizaciéon para el estudio con microscopio optico. Se tefiird con hematoxilina y esosina,
tricrémico de Masson y Oil-Red-O.

La dltima toma de muestra, con menos cantidad de musculo, se sumergeen una solucién de
glutaraldehido y servira para el estudio con microscopio electronico.

A.- Microscopio Optico

a) Tincién.

Se han utilizado las técnicas de tincion de hematoxilina-eosina, para apreciar la forma y tamafio
celular, tricrémico de Masson, visualizando los elementos estructurales, y el Oil-Red-O, para
observar la grasa.

Se estudian mediante un microscopio Olympus Vanox-T AH-2.

Para seguir un modelo, las lesiones musculares se han dividido en grades leve y grave (Fig.90 a
105).

1.- Leve:

a.- Fibras musculares integras.
b.- Conservacion de estriaciones transversales,
c.- Edema.
2.- Grave:
a.- Fragmentacion de las fibras.
b.- Pérdida de la estriacion transversal.
¢.- Inflamacidn.
d.- Edema intenso.

e.- Depositos calcicos.
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b) Histogquimica,

Extraccién de la  pieza conservada en congelador, seccion con el microtomo (Mikrom) y tincion
con nitro blue tetrazolium y adenosin 3 triphosphate (disodium salt). Con elio, apreciamos las
enzimas ATP-asa, a pH 9,4, la NADH y la SDH.

Las lesiones musculares se dividirdn en leves y graves, atendiendo a la presencia o no de dichas
enzimas (Fig.90 a 105).

B.- Microscopio Electrénico

Se transporta fa muestra muscular en un tubo Micronic 24 con una solucién de glutaraldehido, para
fijar el misculo, diluido al 4% en un buffer de fosfato. Se extrae el musculo y se le introduce en el
buffer fosfato, pH 7,5, durante 24 horas. Lo maximo que puede estar en dicha solucidon son 7 dias.
A continuacién, una nueva fijacién con Tetréxido de Osmio (0OsO, ), que es muy téxico y hay que
utilizarlo con guantes y mascarilla. Siempre se realizan 2 fijaciones.

Previo a la fijacion con tetroxido de osmio, se efectia el tallado de la pieza, mediante cuchillas,
obteniendo unas muestras de 1 mm de largo por | mm de ancho por 2 mm de grosor (1x1x2 mm),

El ultimo paso es ¢l contrastado (tincidon de contraste de las rejillas), para poder ser estudiadas
conel microscopio electronico. La secuencia es:

Cortes ultrafinos (600 a 1000 Amnstrong) con un Ultracut-E, longitudinales y transversales, y se
ponen 8 cortes en una rejilla de plomo.
Tincion con: Acetato de Uranilo al 2% en agua bidestilada y Citrato de Plomo Reynolds.

Se estudian mediante un microscopic electronico Zeiss 902 de 400 000 aumentos.

Se realizan, también, estudios de los vasos-capilares.

Las alteraciones observadas con microscopia electronica se han dividido en grados leve y grave,
segin se estudien los vasos o las fibras musculares (Fig.106 a 123).

VASOS-CAPILARES (diametro exterior, de membrana basal a membrana basal, de 10 micras o menos).

A) Lesion endoteliat :

1.- Leve:
a.- Hinchazon mitocondrial.

b.~ Hinchazon del reticulo endoplasmico.
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c.- Dilatacidén de la cisterna perinuclear.
d.- Condensacién de cromatina en la periferia del nicleo.
e.- Pared capilar mas delgada e intacta.
2.- Grave:
a.- Roturas intercelulares.
b.- Roturas endoteliales (destruccion parcial o agrietamiento celular).
¢.- Capilares con una profunda indentacion de la pared, que estrecha u oblitera la luz.
B) Lesion Intravascular:
a.- Hematies con hemolisis y/o vesiculas,
b.- Leucocitosis en la tuz capilar.
c.- Codgulos intravasculares, con bandas de fibrina.
d.- Cuerpos esféricos libres.
C) Lesién del Espacio Intersticial:
a.- Extravasacion de hematies.
b.- Presencia de vesiculas.
FIBRA MUSCULAR
A) Mitocondria:
1.-Leve:
a.- Hinchazén mitocondrial, conservando las crestas del perfil interior.
b.- Ausencia de inclusiones intramitocondriales.
2.- Grave:
a.- Mitocondrias muy hinchadas.
b.- Pérdida casi/o completa de las crestas del perfil interior.
¢.- Inclusiones intramitocondriales: - Densidades floculares.
- Placas trilaminares.
B) Miofibrilla:
1.- Leve:

a.- Pérdida parcial de la arquitectura estriada transversal, identificandose las bandas y las lineas.
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b.- Hinchazén del reticulo endoplasmico .
¢.- Disminucidn de los granulos de glucégeno .
2.- Grave:
a.~- Hinchazén y/o rotura celular.
b.- Pérdida difusa de la arquitectura estriada transversal © disolucion de las lineas Z.
no distincion de fa banda A-1.
¢.- Hinchazon y rotura del reticulo endoplasmico.
d.- Pérdida de los granulos de glucdgeno.
e.- Aumento de las gotitas de lipidos.

f.- Fagocitosis leucocitaria de elementos miofibrilares.

B.- Nervio

Se practica un estudio pre y postmorten del nervio safeno-femoral con microscopio electronico.

Las biopsias se realizan: tras la anestesia del conejo (basal) en 2 de ellos y a la semana de la
intervencidén en todos los demas, para conocer los efectos de la isquemia, momento en el que se
sacrifica (extraemos 8 nervios en total).

Se secciona el nervio completo, en todo su recorrido dentro del compartimento anterolateral, y se
lleva junto al misculo al servicio de anatomia patoldgica. El nervio se seccionaen 2 partes y se
introduce en glutaraldehido, para su estudio con el microscopio electrénico.

El material para su estudio se prepard segun la técnica descrita en el punto anterior. Luego, se
contintia con la técnica utilizada para el musculo.

Las lesiones las clasificamos en grado leve y grave, examinando fibras mielinizadas y no
rnielinizadas (Fig.124 a 129).

A) Fibras Mielinizadas;

1.- Leve:
a.- Degeneracion parcial.
b.- Cambios en la estructura normal multilamelar de la mielina.

c.- Hinchazon del axoén.
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2.- Grave:
a.- Degeneracién intensa.
b.- Pérdida de la estructura multilamelar de la mielina.

¢.- Degeneracidn completa de los contenidos del axon.

B) Fibras No Mielinizadas:

a.- Degeneracién axonal.

b.- Balonizacion.

c.- Desorganizacion extensa de las células de Schwann.

d.- Desectructuracién de las organelas exoplasmicas.

f.- Formacion de cuerpos densos.

Para saber el grado de lesion que existe, tanto en el misculo como en el nervio, a cadauna de las

diferentes alteraciones que presenten se le aplica una puntuacién que varia entre 0 (no alteracion) y 5
puntos (maxima alteracion), haciendo un estudio de 3 a 5 campos. Cuantos mis puntos tenga, mayor

gravedad de la lesion,
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2.6. CROMATOGRAFiA LIQUIDA DE ALTA PRESIQN

En este apartado describiré, en primer lugar, los conceptos tedricos de la téenica; en segundo lugar,

la realizacion de la técnica,

A.- Conceptos Teoricos

Un proceso cromatografico supone la separacion de una mezcla de productos en sus componentes
individuales y la monitorizacién de ¢€stos con un detector, para la determinacion cuantitativa y/o
identificacion cualitativa.

En este proceso de separacion, un fluido "Fase Mévil” circula en intimo contacto con una "Fase
Estacionaria” liquida o sdlida. Al introducir en nuestro sistema una mezcla de sustancias solubles en
fase movil éstas se separaran como resultado de sus diferentes interacciones fisicas y quimicas, entre la
fase movil y la estacionaria.

L.a optimizacién del proceso cromatografico implica obtener la separacion suficiente entre dos
componentes adyacentes lo mas rapido posible.

Limitandonos a aquellos casos en los que la Fase Movil es un liquido, es decir, la " Cromatografia de
Liquidos", es la naturaleza de la Fase Estacionaria la que determina el mecanismo de distribucion del
soluto entre las dos fases.

Aunque las técnicas de cromatografia en columna se utilizan con fines preparativos desde hace muchos
afios, su utilizacion con fines analiticos es mucho mas reciente. El desarrollo de la cromatografia de
gases, en la década de los cincuenta, redujo el interés de la cromatografia liquido-liquido hasta la
aparicion de la Cromatografia Liquida de Alta Presién o Resolucion (HPLC, high performance
liquid chromatography), que puede competir con la cromatografia de gases en muchas aplicaciones
analiticas.

Para una separacion eficaz es necesario contar con soportes muy regulares y finamente divididos, con
un suministro de fase movil a la presién necesaria para mantener un flujo constante y adecuado a través
de la columna y con un sisterna de deteccion eficaz. Los aparatos utilizados constan de cinco

componentes basicos, existiendo modelos mas o menos satisfactorios de todos ellos.
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B.- Técnica Experimental

Se utiliza la técnica de Kihira (111) y Sugino (210) medificada y diferente a la utilizada por Rubin
(179).

Tras anestesiar al conejo, se disecciona el muslo y se extrae una biopsia del vientre medio del misculo
gastrocnemio, se pesa con exactitud y se congela de inmediato en nitrégeno liquido. Las muestras basales
pesan de 0,5 a 0,65 gr (obtenidas al finalizar el tiempo de isquemia) y las muestras conseguidas a la
semana pesan de 1 a 1,15 gr. A continuacion, se homogenizan {con un homogenizador de Pother) en 2
centimetros cubicos de acido perclorico (PCA) al 8,4% que estd a 4°C. Se tritura hasta que aparece una
solucion lechosa-marrén en la mitad inferior y transparente-blanquecina en la mitad superior del
homogenizador. Con la muestra basal se tarda entre 9 y 13 minutos, con la muestra de la semana se tarda
entre 12 y 20 minutos. Esta solucion se traslada a un tubo de plastico de la centrifuga Sigma 3K 30,
refrigerada a 4°C, y se centrifuga a 15 000 revoluciones por minuto durante 12 minutos. Se extrae el tubo
de centrifuga y el sobrenadante se introduce en un recipiente de vidrio (la parte solida queda pegada al
tubo de plastico y se desecha) que se ajusta con potasa (KOH) IN a un pH de 7 a 8 (medido en un
pHmetro Corning 220) formandose un precipitado bianco (clorato potasico).

La dosis y porcentaje de PCA era la misma que se utilizaba en otros experimentos (111,210) pero al
afiadir la KOH 5N se producian bruscos cambios del pH, con dosis minimas empleadas, por lo que se ha
utilizado KOH [N, tras distintas pruebas, para conseguir cifras de pH que oscilaran entre 7 y 8 de forma
mas facil.

La solucidn conseguida al afiadir KOH se introduce en otro tubo de plastico y se lleva a la anterior
centrifuga, para un nuevo centrifugado a 15 000 rpm pero sélo 10 minutos. El nuevo sobrenadante se
extrae (la potasa, de color blanco, se queda pegada en la pared del tubo de centrifuga) y se distribuye, en
proporciones similares, en tubos para HPLC y RNM.

El liquido extraido tras la primera centrifugacion varia entre 1,5 y 2 mililitros, necesitando entre 1,3 y
1,95 mililitros de potasa para obtener un pH préximo a 7.5 (oscila entre 7,2 y 7.8).

El sobrenadante que se obtiene para HPLC varia entre 1,5 y 2 centimetros clbicos (de los 3,5 a 4

mililitros totales), se traslada a un congelador Heraus o New Brunswick y se congela a -80°C (un mimmo
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de 2 horas antes de [iofilizar). Se liofiliza a posterion en una maquina de vacio Milliger y se conserva en
una campana de vacio Simax CSN, en nevera a 4°C, hasta su estudio.

El estracto muscular liofilizado se suspende en [ mililitro de agua desionizada en las columnas
Novapak C-18 (15 c¢m de longitud y 0,4 cm de diametro); éstas, se sitllan en un carro giratorio de la
bomba Waters 600E y se introducen en un espacio interior ¢ inferior para conservar las muestras a 4°C.
Desde ahi, el inyector autornatico Waters 717-Plus establece un flujo de trabajo de 2 mililitros / minuto.
Una vez que introduce 2,5 microlitros de solucion en el detector de absorbanicia Waters Lambda-Max 481
se miden los fosfatos, mediante una longitud de onda de 260 nanometros (165). Como gradiente de
elucidn en la fase movil se utiliza una solucion tamponada compuesta de: Di hidrogeno fosfato potasico
(KH,POy) 10 micromolar, Tetrabutil amonio 2 micromolar y un 13% de Aceto nitrilo, para obtener un pH
de 7.5 con el que se realiza 1a medicion (74,75,76).

Para la obtencion de un patrén que nos sirva de referencia para las mediciones posteriores, se miden
soluciones de 250, 500 y 750 picomoles de AMP, ADP y ATP. En el programa del ordenador, Millenium
2010 version 2.10, aparecen unos picos, con un area y en un tiempo determinado, con los que traza una
recta de calibrado (4reas frente a muestras). Los tiempos de retencion en los que aparecen, de menor a
mayor tiempo, son los siguientes; AMP en 1,267 min; ADP en 2,235 min; ATP en 4,500 min.

La técnica utilizada es la del Par Iénico y las mediciones obtenidas se dan en picomoles y en % de

drea (Tabla XXII a XXX; Fig.130 a 150j.
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2.7. ESPECTROSCOPIA CON RESONANCIA NUCLEAR MAGNETICA

El estudio de la biologia molecular del musculo es uno de los ejemplos mas interesantes de la
intima asociacién entre estructura y funcién, y de la manera en que la energia quimica se traduce en
trabajo mecéanico (integracion fisioldgica y estructural a nivel macromolecular). El acoplamiento entre
excitacion y contraccion esta basado en un complejo sistema de conduccion intracelular, que lleva el
potencial de accidn hacia la porcién mas profunda de la fibra muscular, produciendo la sincronizacién
funcional de las miofibrillas, desempefiando el reticulo sarcoplismico, los iones calcio, €l ATP y la
ATP-asa activada por el Ca®" un papel principal (50,51).

En este apartado describiré, en primer lugar, el mecanismo fisico de la espectroscopia del fosforo-31

y las aplicaciones a la fisiologia muscular; en segundo lugar, la técnica utilizada.

A.- Aplicacién de la espectroscopia del P-31 con R.N.M.

1.- Bases fisicas de la espectroscopia con RNM.

Desde que Hoult et al (99), en 1974, relataran la primera espectroscopia del fosforo con RNM en el
musculo de rana, las técnicas de RNM han sido aplicadas al estudio de diferentes sistemas, variando en
su complejidad desde bacterias v suspensiones de organismos animales (97), hasta animales (1,55,150) e
incluso en humanos (55,214). Y el uso clinico de la RNM como prueba del metabolismo organico "in
situ” no estd lejana (31,139).

Durante toda esta época de crecimiento cientifico, el musculo estriado ha permanecido como el sujeto
de interés mas importante. Esta atencion se deriva, en parte, del hecho que los metabolitos fosforilados
medidos de manera directa por la RNM (ATP, PCr y Pi), estan relacionados de manera intima con la
funcidn muscular de convertir la energia quimica en mecénica,

Las aplicaciones biolégicas de la espectroscopia del P-31 con RNM dependen, de forma importante,
de las “técnicas de pulso” (24,31,139).

Los fosfatos de alta energia, el helio (He), el hidrogeno (H) y otros compuestos, poseen la propiedad
que al colocarlos bajo un potente campo magnético absorben ondas de radio a frecuencias determinadas.
Este fendmeno se conoce con el nombre de resonancia magnética nuclear (RNM). Después, los

fosfatos liberaran esta energia mediante un proceso llamado de relajacion energética. La energia liberada
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puede captarse en una antena receptora y con la sefial construir una imagen de RNM (67).

Cuando un fosfato entra en resonancia absorbe energia. La frecuencia de esta energia depende del valor
del campo magnético que en aquel momento perciba el fosfato. En consecuencia, si queremos obtener
una imagen en un plano determinado, basta hacer que todos los nicleos del plano perciban el mismo
campo magnético y que €ste sea distinto del resto. Esto se consigue mediante los gradientes magnéticos,
que producen variaciones lineales del campo magnético a lo largo de una distancia. Durante la
generacion de la imagen los gradientes magnéticos se activan y desactivan de forma muy rapida (en
mseg), constituyendo los pulsos de gradiente (31,67,139).

Las emisiones de radiofrecuencia que hacen entrar en resonancia a los fosfatos son de muy corta
duracion (mseg) por lo que en RNM se habla de pulsos de radiofrecuencia. Las imagenes por RNM se
obtienen por secuencias de pulsos, que consisten en programar de forma adecuada los pulsos de
radiofrecuencia con los pulsos de gradiente (18,67).

Siendo mas precisos, el espectro se obtiene a partir del F.I.D (Free Induction Decay), que es una sefial
producida por el golpeteo del voltaje originado en el carrete del espectrometro, en presencia de un pulso
de radiofrecuencia constante (31,139).

El tiempo de resolucion de un experimento con RNM no esta limitado por la proporcion de la
acumulacion del espectro. Solo lo estd por el tiempo exigido para el registo de una sola FID, unos 50
milisegundos (66,97).

2.- Aplicaciones a la fisiologia muscular

La aplicacion mas inmediata de la espectroscopia del fosforo 31 con RNM es la determinacién de los
niveles relativos de Adenosin Trifosfato (ATP), Fosfocreatina (PCr) y el Fosforo Inorginico (Pi)
musculares.

En la préctica, es dificil calibrar las areas sefialadas en términos de concentraciones absolutas de tejido.
En cambio, 4reas relativas se miden y gradian de forma corriente mediante consulta de analisis quimicos
del mismo tejido. Los diferentes picos se han identificado mediante la comparacién con soluciones
patron. En musculos estimulados o isquémicos también aparece el pico de la Glucosa Fosfato (31,46,47),
y algunos musculos muestran picos debidos a los Fosfodiésteres (ignorados con anterioridad), que

parecen ser especificos de especie y pueden tener alguna relacién con la patologia muscular (90).
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Si las mediciones de estos pocos metabolitos fuera la unica utilidad de la espectroscopia del P-31 con
RNM, todavia seria una nueva técnica a evaluar, Gracias a esla técnica se pueden medir los cambios de
los metabolitos durante una secuencia de contracciones o durante un periodo de
isquernia (31,139,203). La gran utilidad de la espectroscopia con RNM es su capacidad dnica para ser

utilizada como sonda del medio ambiente intracelular (139).

B.- Técnica Experimental

El aparato utilizado es un Bruker 250 AC, de 250 megaherzios de potencia, con una sonda QNP para
los fosfatos de 5 mililitros y tubos de R.N.M. de 5 milimetros de didmetro interior, con una capacidad de
0,5 a | mihtro.

La preparacion de las muestras musculares es igual a la descrita para el estudio con HPLC.

Las muestras musculares liofilizadas y con un pH entre 7 y 8, que se han conservado en una campana
de vacio a temperaturas de 4°C, se las diluye con 1 mililitro de agua pesada. Se disponen los tubos sobre
un carro giratorio y se inyecta la misma cantidad en el Bruker 250 AC. Se mantiene durante 3 horas cada
espectro y se realizan 2 500 acumulaciones. Una vez obtenido el espectro, s¢ realiza una transformacion
matematica del mismo de 6 veces, para una mejor definicion. Para su posterior estudio, la figura original
se amplia de 3 a 6 centimetros.

En el misculo, los metabolitos energéticos que son detectables mediante RNM, en cantidades
insignificantes, incluyen la adenosina trifosfato (ATP), la fosfocreatina (PCr), los compuestos glicoliticos
fosforilados intermedios (glucofosfatos: PME y PDE, fosfo mono y di ésteres) y los productos destruidos
de baja energia, el fosfato inorganico (Pi). Los resultados analiticos adoptan la forma de un espectro, en
el cual, el area bajo cada pico es proporcional a la cantidad de cada nicleo particular de fésforo-31 en el
volumen de tejido que se estd examinando.

El espectro generado en cada exploracion (que se desplaza por el pH que tiene) se ha trazado con un
ordenador, mostrando diferentes registros graficos. Los valores relativos presentes de PCr, Pi, PME y
PDE se han determinado mediante 1a integracion digitalica, por ordenador, del drea existente debajo de

cada pico respectivo. La medida del ATP se hace mediante el contaje de las areas bajo los tres picos

que 1o componen, siendo el area bajo el pico P el mas especifico, pues en los picos ¥ y ¢ introducen
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sefiales los picos ¢« y B del adenosin difosfato (ADP)} (un procedimiento indirecto para calcular la
concentracién de ADP es cuando la relacién pico B / pico y del ATP estd préxima a la unidad) (31), y el

dinucledtido de adenina mcotinamida (DAN).
Los resultados conseguidos se expresan en partes por millon {ppm) de resistencia al campo magnético

exterior 0 en % del Area total que ocupan (Fig.151 a 170).
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2.8. ESTUDIO DE LA CONDUCCION NERVIQSA

A.- Conceptos Tedricos

Existen diverses métodos para controlar Ia respuesta contractil muscular. Quizds el método utilizado
con mayor frecuencia sea la evaluacidn clinica por medio de la  estimulacion de los nervios
periféricos (30,85,114). Si bien se trata de un procedimiento sencillo, a este método le falta precision,
porque la interpretacion de las respuestas es subjetiva (130,131).

Se puede obtener informacion exacta realizando mediciones de la fuerza de contraccidn
de cierto misculo (84,115,123). Este procedimiento proporciona informacidén objetiva, pero el equipo
necesario es bastante voluminoso y dificil de utilizar a causa de lo complicado de¢ su instalacién y su
sensibilidad a los movimientos (127,215).

Una buena alternativa a la medicién de la fuerza es la medicion de la aceleracion. Segin la segunda
ley de Newton: la Fuerza es la Masa multiplicada por la Aceleracidn (F= M x A); la aceleracion de un
maisculo tiene una correlacidén lineal con la fuerza ejercida por este masculo. Se ha dermnostrado que existe
una buena correlacion entre los resultados de la acelerografia y los de la mecanomiografia (215).

El estudio de la capacidad funcional del misculo se realiza mediante un monitor de transmisién
neuromuscular {(TOF-GUARD INMT). Las mediciones realizadas por el Tof-Guard estin basadas en el
principio de la aceleracidn (215).

Este equipo se compone de:

A) dos terminales de estimulacién, uno positivo, que se sitia siempre proximal en la extremidad y
otro negativo, que se sitia a 2 0 3 centimetros por debajo. Son redondos, 30 milimetros de
didmetro, con resorte alcalino o Ni/Cad de 9V,

B) un termistor-sensor térmico (mide entre 16° y 41,5°C);

C) un receptor-traductor de !a respuesta muscular (traductor de aceleracién),

D} un microprocesador que controla la potencia empleada (en miliamperios) y nos indica con
graficas y numérico porcentual la respuesta motora.

La potencia de salida oscila entre 0 y 60 mA de comriente continua (constante) y regulable en 5

kohmtios, monofasica, con una duracién de 200 microsegundos (ancho de pulso). Su cadencia automatica
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es cada 10 segundos. Para la estimulacion utiliza un tren de cuatro (TOF) para una contraccion de 1
segundo (215).

La colocacién correcta de los electrodos es importante, puesto que ligeros desplazamientos podran
llevar a cambios considerables en los requisitos de la corriente de estimulacion, Los electrodos se deben
colocar en estrecha relacion con el nervio y no con ¢l musculo, para poder obtener la méxima
estimulacion con la minima descarga de corriente, separados por 2 a 3 centimetros y siempre el positivo
ha de ser proximal en la extremidad. Los impulsos de la estimulacién son monofésicos. Un cambioen la
conexion de los electrodos puede producir, a veces, un incremento considerable de la estimulacion,

El lade plano del traductor se debe colocar sobre el masculo. El cable del traductor se debe fijar de tal
manera que No se ejerza ninguna traccion sobre el traductor. Cuanto mas alejado de los electrodos de
estimulacion se coloque mas fuerte sera la sefial de aceleracién del traductor (si es demasiado cerca o
demasiado lejos aparece error en la pantaila) (215).

La extremidad utilizada para la medicion de la aceleracion ha de mantenerse inmovilizada durante
todo el procedimiento. Cambios de posicion pueden alterar de manera considerable la altura de la
respuesta.

La resistencia de la ptel consiste en la resistencia total del circuito estimulante, incluyendo la
resistencia de los electrodos. El estimulador del equipo Tof-Guard es del tipo de corriente constante, lo
cual quiere decir que el voltaje de estimulacion aumenta automatica y lincalmente con la resistencia.
Mientras el voltaje no exceda el valor maximo establecido, el estimulador podra suministrar la corriente
fijada. Para una comriente de 60 mA y un voltaje maximo de 300 V, la resistencia maxima sera de 5
kohmios. Si la resistencia supera €l valor antedicho, aparece la sefial “Emr 2” y se para la estimulacién.
Reduciendo la corriente o un cambio en la duracién del impulso hace posible continuar con la
estimulacién. Una limpieza insuficiente de la piel puede ser la causa de una resistencia cutinea excesiva.

Una condicion previa para todas las mediciones de las respuestas del Tof-Guard es que se haya
alcanzado una estimulacion supra maxima del nervio. Para obtener dicha estimulacién con un minimo de
estimulo serd necesario utilizar una reducida zona del electrodo de estimulacién, para conseguir una
elevada densidad de corriente y la colocacion correcta de los electrodos de estimulacién en relacion con el

nervio (215).
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En los electrodos, 1a zona real activa depende del pequefio disco metalico circular situado debajo de la
capa adhesiva y no de la superficie entera del electrodo. Esto conduce a la deseada elevada densidad de
corriente, Cuando se incrementa la corriente de estimulacidn, la altura de la respuesta aumentara hasta
un determinado nivel de corriente y, a continuacion, permaneceré constante. En este punto, todas las
fibras nerviosas habran quedado estimuladas y no se desarrollard fuerza muscular adicional si se
Incrementa la corriente a un nivel mas alto. Se ha conseguido una estimulacién supramaxima.

En el equipo Tof-Guard, se ha seleccionado una cormmente maxima de estimulacién de 60 mA con una
duracion del impulso de 200 microsegundos.

La experiencia ha demostrado que, cuando la temperatura corporal se reduce durante una intervencion
quirdrgica, se hara necesario incrementar la corriente para mantener dicha estimulacién supramaxima
duranie toda la operacion. El paciente debera ser anestesiado antes de que se ponga en marcha el
estimulador, ya que la estimulacion eléctrica puede resultar dolorosa si esta consciente.,

La respuesta de conirol es la altura de la respuesta al comienzo de la intervencion. La altura de la
respuesta control se halla fijada a 100% en el modo AUTO del monitor Tof (215).

A no ser que se adopte un cuidado especial durante el regisiro, es posible que la altura de 12 respuesta de control
no retorne a su valor original después de un funcionamiento prolongado. En general, esto tiene escasa importancia,
puesto que, en la evaluacion de la recuperacion, se utiliza el valor Tof y na el valor de la altura de la primera
respuesta. Lo interesante de las mediciones Tof es la independencia del método de cualguier referencia a la altwra

de la respuesta de control (215).

B.- Técnica Experimental

En los experimentos, se han colocado los electrodos de estimulacidn en la cara externa del! muslo
derecho de los conejos, sobre el nervio cidtico, el positivo en su salida a nivel de pelvis y el negativo a 3
centimetros por debajo. El traductor de aceleracion se coloca en la cara anterior de la piema , sobre el
musculo extensor largo de los dedos y/o el musculo tibial anterior. El sensor de temperatura se coloca en
la cara interna de la pierna derecha.

Se han practicado mediciones tras la anestesia (basal), a las 3, 4 y 5 horas de isquemia, a los 30
minutos de la revascularizacion y a la semana de la intervencion. Y se aplicaron potencias de

estimulacion de 10, 20, 30, 40 y 50 mA con una duracion de 200 microsegundos para cada estimulacion,
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expresandose la respuesta contractil en % (Tabla XXI a XLIII; Fig.171 a 219).
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2.9. GRUPOS EXPERIMENTALES

Para este estudio experimental se han empleado 3 grupos de 9 animales cada uno, Tabla I, para
poder realizar diferentes comparaciones:

A.- Grupo A: 9 conejos perfundidos con suero fisiolégico a temperatura ambiente, 20°C +/- 1°C, durante
3,4y 5 horas. Para cada tiempo de isquemia se han empleado 3 conejos.

B.- Grupo B: 9 conejos perfundidos con suero fisiologico mediante la técnica de la hipotermia
intermedia (enfriamiento rapido de la extremidad, en primer lugar, con solucidn a 4°C +/- 1°C durante
60 a 90 minutos y mantenimiento , a posteriori, con suero a 10°C +/- 1°C), durante 3, 4 y 5 horas. Se
utilizan 3 conejos para cada uno de los periodos de iquemia.

C.- Grupo C: 9 congjos perfundidos con suero fisifolégico frio o helado, 4°C +/- 1°C, durante 3,4 y 5
horas de isquemia. En cada grupe de isquemia se emplean 3 conejos.

Se canulo la vena femoral y se interrumpio el flujo sanguineo (clampage de la arteria femoral) en las
extremidades posteriores derechas de conejos, que contienen gran cantidad de tejido muscular.

El trabajo se ha realizado siguiendo las siguientes fases:
1¥) Anestesia y téenica quirirgica: adiestramiento y aprendizaje.

2%) Efectos de la hipotermia sobre el tiempo de isquemia: estudio bioquimico ¢ histolégico.

En principio, se definid la trayectoria horaria y el nivel de alteracion metabdlica del misculo en 27
extremidades traseras isquémicas de conejos a 22, 10 y 4 grados centigrados. A diferentes horas, 3,4y 5
horas, se midieron los niveles de adenosina trifosfato, fosfocreatina, fosfomonoésteres y el fosforo
inorgénico de los misculos mediante la espectroscopia del fosforo con resonancia nuclear magnética y la
cromatografia liquida de alta presion.

A continuacion, se estudiaron las alteraciones bioquimicas sanguineas encontradas con los fres
diferentes métodos de enfriamiento y en los tres tiempos de isquemia,

Por ultimo, se realizé un estudio de 28 biopsias musculares y 6 biopsias de nervio, para apreciar los
cambios histoquimicos acaecidos y para comparar los beneficios metabdlicos de los tres métodos
diferentes de conservacién de miembros.

3*) Post-operatorio: complicaciones y estudios dela funcién neuro-muscular.
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2.10. ESTADISTICA

Todos los datos se expresan como la media +/- la desviacidon estandar.

Se han realizado estudios entre grupos, para comparar variables cuantitativas, utilizando el método
MANOVA, que consiste en el analists de la Varianza (test paramétrico) de medidas repetidas, con un
factor intra-sujetos y 2 factores inter-sujetos, y la determinacion de los Contrastes Multivariados,
valorando la relacion existente entre el momento de la medicion, el ttempo de isquemia y la temperatura
de perfusién (Lambda de Wilks). Una p inferior a 0,01 (p<0,01), se considera significativa desde el
punto de vista estadistico. Y se ha utilizado, también, el test de Kruskal-Wallis (test no paramétrico vy

analogo al de la varianza, pero que no exige tantas variantes).
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Resultados

3.1. RESULTADOS

A.- Animales utilizados

Se han utilizado 34 conejos en total, realizaindose el experimento en 27 de ellos (9 grupos de 3 conejos
cada uno, subdivididos en 3 grupos de suero perfundido a 20°, 10° y 4°C, y 3 grupos con tiempe de
isquemia de 3,4 y 5 h) y se excluyen a 7 conejos, Tabla L.

Los primeros 4 conejos han servido para poner a punto las distintas técnicas (quirirgicas, quimicas,
seroldgicas, histoldgicas, etc). Han sido conejos machos, con un peso que oscilaba entre 3,550 kgr y
4,400 kgr y una temperatura anal entre 39,2°C y 39,8°C. En ellos se cronometraron los distintos tiempos
quirdrgicos, como se hizo con todos los conejos, comprobamos que al canular la vena antes y por debajo
de la arteria tenia menos riesgos (no se inclinaba tanto el trocar de la canula de la vena femoral, evitando
su perforacion), se canulaba y se clampaba con mayor facilidad la arteria y se facilitaba la perfusion. Se
ajustaron las dosis de anestesia necesarias para el mantenimiento de la misma y los tiempos en los que
era preciso su aplicacion. Se tomaron muestras del misculo gastrocnemio medial derecho, para su estudio
histologico basal y para la preparacion de las mezclas de disolucion del musculo para el estudio con
HPLC y RNM.

El conejo nitmero 7 se sacrificéd antes de terminar el experimento por ser pequefio, peso de 2,550 kgr, y
presentar maltiples dificultades técnicas (perforacion de vasos), anestésicas (precisaba dosis anestésicas
con una periodicidad inferior alos 30 minutos, con despertares frecuentes y quejidos), ete.

A todos estos conejos se les perfundio con suero a 20°C y unos tiempos de isquemiade 1a2 /2 h.

Los conejos numerados con el 33 y 34 fallecieron a las 48 horas de la isquemia. El mimero 33 (4,150
kgr y 39,3°C) se le perfundié con suero a 20°C y al nlimero 34 (3,900 kgr y 39,5°C) con suero a 4°C,
durante 5 h de isquemnia. En ambos, las muestras de sangre a las 5 h presentaban mucha fibrina y la
extremidad edematosa. A las 24 h presentaban cojera al caminar y edema de la extremidad. A las 36 h,
secrecion blanquecina por la nariz, taquipnea, taquicardia y somnolencia. A las 48 h fallecieron (la
extremidad trasera tenia una diferencia de 3 ¢m con respecto a la toma basal en ambos). Los distintos
valores seroldogicos que presentaba el nimero 33 fueron un pH basal de 7,334 v a los 30 min de

revascularizar de 7,302; glucosa 435 y 84 mgr%:; urea 24y 46 mgr%; Ca** 14,3y 114 mgr¥%; K™ 3,7y 5
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mEqg/l.; GOT 26 y 82 UI/L; LDH 250 y 512 UI/L; CPK 3287 y 12220 UI/L, y la funcién neuro-muscular
entre un 10 y un 25% de la inicial. El numero 34 tenia un pH de 7,353 y 7,215; glucosa 393 y 210
mgr%: urea 31 y 59 mgr¥%; Ca™ 13,4y 10,9 mgr%; K™ 39 y 4,3 mEq/L; GOT 20 y 41 UV/L; LDH 195 y
401 UI/L; CPK 4024 y 15002 UI/L, y la funcién neuro-muscular entre un 10 y un 30% de la basal.
Ambos conejos presentaron orina de color rosado al finalizar los tiempos de isquemia y al suturarlos.
La temperatura anal de los 27 conejos examinados oscild entre 39°C y 39,9°C y los pesos entre
3,150 kgr y 4,430 kgr. Los didmetros dela extremidad posterior vanaron entre los 14,5 cm de muslo
y 5 cm de metatarso del mas pequefio a los 19 cm de muslo y § cm de metatarso en los més grandes. En
los conejos perfundidos a 20°C las diferencias entre sus diametros inicial y final fueron, para el grupo de
3 hde isquemia, | cm més para el muslo y 0,5 cm para el metatarso finalizada la isquemia, recuperando el
mismo tamafio a la semana; para el grupo de 4 h, 1,5 a 2 ¢cm mas para el muslo y 1 a 2 ¢cm para el
metatarso en dicho tiempo y | ¢cm mas en el muslo y 0,5 cm en el metatarso a la semana; en el grupo de
Shhay2a25 cmmasenel musloy 1 a2cmen el metatarso en ese tiempo, siendo de 1 2 1,5 cm mas en
el muslo y de 0,5 a | cm en el metatarso a la semana. En los conejos perfundidos a 10°C e isquemia de
3 h presentan 0,5 a 1 cm mas en el muslo y 0,5 cm en el metatarso en dicho momento, siendo iguales a
los basales a la semana; con 4 h de isquernia aumenta de 1 2 1,5 cm el muslo y de 0,5 a 1 cm el metatarso
en ese tiempo y de 0 a 1 cm mas en el muslo y de 0 a 0,5 ¢m en el metatarso a la semana; con 5 h de
isquemia se miden de 1 a 1,5 cm mas en el muslo y de 0,5 a 1 cm en €l metatarso en dicho tiempo y de
0,5 a 1 cm més en el muslo y de 0 a 0,5 cm en e! metatarso a la semana. Con perfusion a 4°C e isquemia
de 3 hmiden 1 a 1,5 cm més el muslo y 0,5 a 1 cm el metatarso en ese tiempo y de 0,5 cm a 1 cm més en
el muslo y de 0,5 a 1 cm mas en el metatarso a la semana; con 4 horas de isquemia presentan 1,5 cm mas
en el muslo y de 0,5 a 1,5 cm en el metatarso en ese tiempo y de 0,5a 1,5 cm masen el musloy de 0,5 a
1,5 cm en ¢l metatarso a la semana; con isquemia de S hhay de 1,5a2 cm masenelmusloy 1 cm enel

metatarso en ese tiempo y | cm mas en el muslo y 0,5 cm en el metatarso a la semana.
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TABLA - I: NUMERO DE CONEJOS UTILIZADOS

| Temperatura °C #H-1°C) 1[

Tiempo (h) 20°C 10°C 4°C

3h Cs5,C6,C16 C12,C14,C20 C17,C19,C21 o
4h C8,C10.CI1 C13,C15C23 Ci8,C22,C2
Sh C9,C25,C29 C26,C28,C30 C27,C31,C3%

Cn: Namero de conejo utilizado.

Total conejos: 34.
Exclusiones: 7 Mejora de 1a técnica: 4 (conejos 1, 2, 3y 4).

Muertes. Intraoperatoria: | (conejo 7).

Postoperatoria (48 h.): 2 (conejos 33 y 34).

Conejos 1,2, 3,4y 7: Isquemia inferiora 3 h.
Conejos 33 y 34: Isquemia de 5 h..
Conejos 1, 2, 3,4, 7y 33: Perfusidn con suero a 20°C.
Conejo 34: Perfusion con suero a 4°C.
Conejo 7: Sacrificio por imposibilidad técnica, al ser de un tamafio y peso pequefios.
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B.- Determinaciones de laboratorio

.- Hematologia

Los valores obiemdos son stmilares a los descritos por otros autores (224).
Los resultados del hemograma aqui expuestos son los valores medios de todos los conejos que se han
utilizado. Sus valores son:
Hemograma: 6,25 +/- 1,5 Mill. Hemat.
134 +/- 2,7 gr% Hb.
418 +/- 86 % Hto.
64,1 +/- 6,1 I VCM.
200 +- 22 pg HCM.

1.2 +- 12 g% CHCM.

3560 +/- 800 Leucocitos: la 3 % Neutrdfilos.
50 a 70 % Linfocitos.
30 a 48 % Monocitos.
0a 2 % Eosinofilos.

2a 8 % Basdfilos.

397 000 +/- 140 000 Plaquetas.

51 +/- 1,111 VPM.

En 10 conejos se han determinado las proteinas y el proteinograma, siendo sus valores:
Proteinas: 5,4 +/- 0,6 gr% : 63 a 75 % Albimina.
5a7 %A1
13a17 % A-2.
4a 5 % B.

Larelacién Albumina/Globulinases de 2,4 a 3,1,
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2.-pH
El pH oscila entre 7,319 y 7,466 en estado basal, siendo su media de 7,378 +/- 0,007. La media de

todas las mediciones es de 7,305 +/- 0,004, siendo el pH medio total a 4°C de 7,297, el de 10°C de 7,311
y el de 20°C de 7,305 +/- 0,007, Tabla 1, Fig.24,

Con isquemias de 3 horas, se aprecia un descenso del mismo al final de dicho periodo, siendo mas
acusado en los conejos perfundidos con suero a 20°C, desde 7,358 4/-0,25 a 7,240 +/- 0,14, Fig.14,19 y
20, y suero a 4°C, de 7,379 +/- 0,15 a 7,267 +/- 0,24, Fig.16,17 y 20, que en los conejos perfundidos a
10°C, de 7,345 +/- 0,25 a 7,273 +/- 0,30, Fig.15,18 y 20. Tras la revascularizacion, la recuperacion del pH
es menor en los conejos con isquemia a 20°C (7,274 +/- 0,35) y 4°C (7,285 +/- 0,23) y mejor en los
perfundidos con soluciones a 10°C (7,297 +/- 0,17), Fig.20. En todos los conejos se recuperd ¢l pH, de
manera aproximada, al cabo de | semana, 7,391 +/- 0,45 con 20°C; 7,356 +/- 0,50 con 16°C; 7,337 +/-
0,30 con 4°C, Fig.20. Cuando ¢! tiempo de isquemia es de 4 horas los descensos del pH son mas
acusados, aunque similares, con los tres tipos de perfusion, de 7,425 a 7,223 +/- 0,17 con 20°C, Fig.14,19
y 215 de 7,412 +/- 0,58 2 7,220 +/- 0,15 con 10°C, Fig.15,18 y 21; de 7,371 +/- 0,43 a 7,238 +/- 036 con
4°C, Fig.16,17 y 21, pero su recuperacion al cabo de 1 semana es mejor con perfusién a 10°C (7418 +/-
0,39) y a 4°C (7,408 +/- 0,24) que a 20°C (7,357 +/- 0,24), Fig.21. La 1squemia de 5 horas produce los
mayores descensos del pH, mas intensos con suero frio-helado, a 4°C, de 7,369 +/- 047 2 7,141 +/- 0,27,
Fig.16,17 y 22; menor disminucidn con suero a 20°C, de 7,375 +/- 0,18 a 7,203 +/- 0,32, Fig.14,19y 22,
y el menor descenso es con perfusion a 10°C, de 7,370 +/- 0,51 a 7,206 +/- 0,88, Fig.15,18 y 22. Su
recuperacion a la semana es mejor con perfusién a 10°C, 7,365 +/- 0,21, menor con suero a 20°C, 7,348
+/- 0,25, y mucho menor con suero a 4°C, 7,301 +/- 0,25, Fig.22.

Las medias del pH, tomadas por tiempos de isquemia y por temperaturas de perfusion, quedan
reflejadas en las Fig.23 y 24.

Considerando solo los tiempos de isquemia, apreciamos como la isquemia de 3 horas presenta una
mejor Tecuperacion, con valores basales y a 1a semana superpuestos, con una menor recuperacién a las 4

horas de isquemia y la peor recuperacion es con isquemias de 5 horas, Fig.23.
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Si sélo consideramos la temperatura de perfusion, apreciamos como con suero a 10°C se producen
menores descensos del pH en todas las mediciones y una mejor recuperacion a la semana, con una cifra
superior a la basal, y disminuciones de las cifras del pH mayores con perfusion a 4°C y 20°C, que se¢
comportan de manera similar, Fig.24.

En el andlisis de la varianza y en el test de Kruskal-Wallis el descenso del pH esta ligado mas al
tiempo transcurrido, siendo muy significativo (p<0,001), que 2 la temperatura (p<0,4), Tabla U1 y
IV. En el analisis de los contrastes multivariados, relacidn del momento de la medida, el tiempo de
Isquernia transcurrido y la temperatura de perfusion en conjunto, es muy significativo (p<0,007) desde el

punto de vista estadistico.
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TABLA - II: pH EN FUNCION DEL TIEMPO Y LA

TEMPERATURA
pH

Tiempo 20°C 10°C 4°C

5 c12 C17
3h Basal 7,328 7,352 7,396
In 1SQ 7224 7,301 7,245
30" REV 7,233 7,306 7,275

1 SEMANA 7351 7342 | 7309

B cs6 cu 19
3h Basal 7373 7319 7,365
3hISQ 7253 7240 7,294
30' REV 7,295 7,277 7,312
_1SEMANA 7.440 7314 | 7332

C16 c C21
3h Basal 7372 7.364 7375
3hISQ 7,244 7,278 7262
30" REV 7,295 7,309 7,269
1 SEMANA 7381 7412 7.369

cs c13 C18
4h Basal 7,406 7,466 7.420
1h ISQ 7212 7,205 7,241

3 REVY 7254 1,248 7161

ISEMANA | 7320 | 7407 7,381

c10 o L] €22
4h Basal 7428 7,349 7.341
4h I1SQ 7215 7,236 7,200
30" REV 7,236 7,294 7,192
ISEMANA | 7372 | 7386 7,428

o | oy X] C24

4h Basal 7,441 7.420 7,351
+h I1SQ 7,243 7218 7273

30" REV 7250 7219 7,301
1 SEMANA 7.369 7,462 7,414

c9 C26 c17
5h Basal 7385 7,427 7,422
5hISQ 7,194 7,116 7,166
30" REV 7217 7,149 7,246

1SEMANA | 7338 7,390 7,281

Cc25 C28 Cc31
5h Basal 7353 7358 7,330
5h ISQ TY77 7,292 7112
30° REV 7,213 7,295 7.213
1 SEMANA 7328 7351 7,292

C29 C30 C32
Sh Basal 7,386 7326 7,355
5h ISQ 7,239 7210 7.144

30 REV 7228 7217 7,211
1 SEMANA 7377 7,353 7,330

18Q: Isquemia; REV: Revascularizacién.
Cn: Niimero de conejo utilizado.
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VALORES DE pH

1 SEMANA
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h18Q

Basal
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Fig- 14. Temperatura: 20°
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Fig.- 16. Temperatura: 4° C
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TABLA —III: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida _
Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia
_Fuente tipo il gl cuadratica F Sig. { centralidad observada®
PH ,493 3 J164 | 141,455 | ,000 424,365 1,000
PH*
TIEMPO 3,141E-02 6 | 5,234E-03 4,502 | ,001 27,010 975
PH™* TP 3,665E-03 6 | 6,108E-04 525 | 787 3,152 .194
PH*
TIEMPO 2,366E-02 12 | 1,972E-03 1,696 | ,084 20,352 789
TP
Error{PH) | 6.279E-02 54 | 1.163E-03
a. Calcuiado con alfa = .05
TABLA - IV: Pruebas de los efectos inter-sujetos
Medida:
Variable transformada; Premedio i
Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia
Fuente tipo 111 gl | cuadrética F Sig. centralidad observada®
Intercept | 1440637 1 1440,637 | 3111947,762 ,000 | 3111947,762 1,000
TIEMPQ | 9,296E-03 2 | 4,648E-03 10,040 | ,001 20,080 965
TP 8,701E-04 2 | 4,350E-04 940 | 409 1,880 187
TIEMPO 1 1190603 | 4 | 2907E-04 847 | 626 2,590 473
Error 8,333E-03 |_18 |_4,629E-04

a. Calculado con alfa = ,05
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3.- Serologia

Cuando se somete al animal a una perfusion a 20°C se observa una disminucién de todos los valores
serologicos, mas acusados cuanto mayor sea el hempo de isquemia, Tabla V. La perfusion con suero a
10°C produce los menores descensos y una mejor capacidad de recuperacion en las diferentes mediciones,
muy manifiesto en su relacion basal y a la semana de la isquemia, Tabla V1. La perfusion con suero a
4°C presenta unas cifras de serologia similares a la perfusion a 20°C, aunque en ocasiones se comportan
de manera inversa, Tabla VIIL.

La GLUCOSA basal oscila entre 473 y 237 mgr®, con un valor medio basal de 371,25 +/- 12,95
mgr%. La media total es de 251,36 +/- 7,14 mgr%, con unos valores medios totales para la perfusion con
suero a 4°C de 248,75 mgr%, de 247,22 mgr% a 10°C y de 257,94 +/- 12,37 con suero a 20°C, Fig.41.

La isquemia de 3 horas y perfusidon a 20°C produce un descenso de glucosa desde 438,33 +/- 8,5 hasta
212,66 +/- 92,08 mgr%, Fig.25,36 y 37. Con suero a 10°C hay también una disminucién, desde 327,33
+/- 127,35 hasta 196,66 +/- 26,38 mgr%, Fig.28, 35 y 37. Con suero a 4°C hay una mayor caida, desde
392 +/- 36,59 hasta 179 +/- 79,07 mgr%, Fig.31, 34 y 37. La recuperacién al cabo de una semana tras
perfundir con suero a 20°C es mejor, 335,40 +/- 40,79 mgr%, que la perfusiéon con suero a 10°C, 264
+/- 69,07 mgr¥%, y que con suero a 4°C, 251,33 +/- 13,5 mgr%, Fig.37. En la isquemia de 4 horas hay un
mayor descenso, con perfusién a 20°C es desde 339,66 +/- 20,42 hasta 125 +/- 19,97 mgr%, Fig.26, 36 y
38. Con suero a 10°C dismminuye desde 380,33 +/- 92,77 hasta 146 +/- 26,66 mgr%, Fig.29, 35 y 38 Ll
mayor descenso se produce con sueros a 4°C, desde 400,66 +/- 14,18 hasta 130,33 +/- 27,39 mgr%,
Fig.32, 34 y 38. Al cabo de una semana la recuperacion es menor al perfundir con suero a 20°C, 235,33
+/- 50,02 mgr%, que con suero a 4°C, 247 +/- 64,21, y lamejor es con suero a 10°C, 257 +/- 37 mgr%,
Fig.38. Con isquemias de 5 horas y perfusion a 20°C hay un menor descenso de la glucosa, desde
369,66 +/- 75,03 hasta 165,66 +/- 34,99 mgr%, Fig.27, 36 y 39, semejante a la perfusion con suero a
10°C, desde 333 +/- 81,18 hasta 128,33 mgr%, Fig.30, 35 y 39. Con sueros a 4°C se produce el mayor
descenso, desde 360,33 +/- 41,05 hasta 135,66 +/- 11,01 mgr%, Fig.33, 34 y 39. A la semana, la peor
recuperacion se produce al perfundir con suero a 20°C, 209,66 +/- 32,57, mejor recuperacién con suero

a 4°C, 274,66 +/- 14,57, y la mayor recuperacion se observa con la perfusion a 10°C, 282 +/- 54,02
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mar%e, Fig.39.

Las medias de la glucosa, tornadas por ttempos de isquemia y por temperaturas de perfusion, se
reflejan en las Fig.40 y 41.

Teniendo en cuenta sélo el iempo de isquemia observamos que a las 3 horas se producen los menores
descensos de la glucosa y una mejor recuperacion a la semana, seguido de tiempos de isquemia de 5
horas, siendo la isquemia de 4 horas la que presenta mayores descensos y una menor recuperacion a la
semana, Fig.40.

Si es con respecto a la temperatura de perfusidn, apreciamos que €l suero a 10°C presenta las menores
disminuciones de la glucosa en todas las mediciones, excepto en la basal que es inferior, y a la sermana
de 1a isquemia se recupera mejor. La perfusion con suero a 4°C y 20°C, que se comportan de manera
similar, presentan cifras basales superiores, pero mayores descensos a posteriori y una menor
recuperacion a la semana, Fig.41.

En ¢l analisis de la varianza y de Kruskal-Wallis las alteraciones en 1a medicién de la glucosa estén
influidas mas por el momento en que se realiza la medicion, siendo muy significativo (p<0,001), y el
tiempo de isquemia, siendo significativo (p<0,05), que por la temperatura, Tabla VIII y IX. La
determinacion de los contrastes multivariados presenta un nivel estadistico significativo (p<0,01).

Las mediciones de la UREA basal han oscilado enire 45 y 24 mgr%, con un valor medio basal de
31,33 +/- 0,98 mgr% . La media total es de 30,33 +/- 0,95 mgr%, con unos valores medios totales para la
perfusion con suero a 4°C de 28,94 mgr%, con suero a 10°C de 30,08 y con suero a 20°C de 31,97 +/-
1,64 mgr%, Fig.49.

La isquemia de 3 horas a 20°C produce un descenso de la urea desde 35 +/- 7,81 hasta 29,66 +/- 9,50
mgr¥%, Fig.44 y 45. Con suero a 10°C desciende desde los 30,33 +/- 4,93 hasta 2433 +/- 4,61 mgr%,
Fig.43 y 45. Con suero a 4°C se producen los mayores descensos, desde 28,66 +/- 3,05 hasta 17,33 +/-
2,08 mgr%, Fig.42 y 45. A los 30 minutos de la reperfusién se produce un ascenso generalizado de las
cifras de urea, 39,33 +/- 10,26 mgr% con suero a 20°C, 31,66 +/- 4,5 mgr% con perfusién a 10°C y
27,33 +/- 3,51 mgr% con suero a 4°C, Fig.45. A la sernana de 1a isquemia los valores de la urea estan
muy proximos a los valores basales, 33,66 +/- 10,4 mgr% con suero a 20°C, 32 +/- 4,58 mgr% con suero

a 10°C y 25,33 +/- 2,88 mgr% con suero a 4°C, Fig.45. Con tiempos de isquemia de 4 horas y perfusion
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a 20°C se produce un descenso de la urea desde 29,66 +/- 5,5 hasta 22,33 +/- 5,5 mgr%, Fig.44 y 46. Con
suero a 10°C decae desde 30,66 +/- 2,51 hasta 22,33 +/- 2,3 mgr%, Fig.43 y 46. Y la perfusién con suero
a 4°C produce el mayor descenso, desde 32,66 +/- 4,16 hasta 18 +/- 1,73 mgr%, Fig42 y 46. A los 30
minutos de la revascularizacion se producce un ascenso de todos los valores de la urea, 27,33 +/- 5,03
mgr% con suero a 20°C, 29 +/- 4 mgr% con suero a 10°C y 25,66 +/- 2,3 mgr% con suero a 4°C,
Fig.46. A las 5 horas de isquemia y perfusion a 20°C la urea desciende desde los 29,66 +/- 4,04 hasta los
26,33 +/- 493 mgr%, Fig.44 y 47. Con suero a 10°C desciende desde 36 +/- 7 81 hasta 25,33 +/- 8,73
mgr%, Fig.43 y 47. Con suero a 4°C decae desde los 29,33 +/- 3,05 hasta 26 +/- 1,73 mgr¥, Fig.42y 47.
A los 30 minutos de la revascularizacién la perfusion con suero a 20°C presenta unos valores
proximos a los basales, 33,33 +/- 6,42 mgr%, con un awumento similar de los valores al perfundir con
suero a 10°C, 40,67 +/- 8,96 mgr%, v con suero a 4°C, 38,33 +/- 1,52 mgr%, Fig.47. A la semana, la
urea presenfa sus maximas elevaciones, superiores a las cifras basaies, al perfundir con sueros a 20°C,
41,33 +/- 7,02 mgr%, y ain mayores al utilizar suero a 4°C, 47 +/- 3,46 mgr%, obteniéndose valores
proximos a los basales (leve descenso) al perfundir con suero a 10°C, 30 +/- 9,53 mgr%, Fig.47.

Las medias de la urea, tomadas por tiempos de isquemia y por temperaturas de perfusién, han sido
recogidas en las Fig.48 y 49.

Con tiempos de isquemia de 3 horas la urea presenta unas cifras basales y a la semana muy parecidas,
incluso algo menores a la semana, aunque a los 30 minutos de revascularizacion presento cifras algo mas
elevadas; en la isquemia de 4 horas, se observa una disminucion de los valores a los 30 minutos de la
revascularizacion pero a la semana presentz valores proximos a los basales, algo méas elevados; con 5
horas de isquemia se produce una elevacién de los valores postrevascularizacién que perdura a la semana,
Fig.48.

La perfusién con suero a 10°C presenta una elevacion de la urea postrevascularizacién superior a la
cifra basal, pero a la semana estos valores son inferiores a dicha cifra inicial, indicativos de una mejor
recuperacion que con los otros tipos de suero. La perfusion con sueros a 4°C y 20°C presentan un
comportamiento muy parecido. El suero a 20°C produce menores descensos de la urea durante la
isquemia y el suero a 4°C manifiesta los mayores descensos. Al revascularizar, en ambos se eleva la urea,

que persiste a la semana (menos, con suero a 4°C), con valores superiores al suero a 10°C, Fig.49.
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En ¢! analisis de la varianza y de Kruskal-Wallis las variaciones de los valores de la urea son muy
significativas (p<0,001) dependiendo del momento de la medicién, del tiempo de la isquemiay de la
temperatura de perfusién en conjunto. Similar a la determinacién de los contrastes multivariados. De
manera aislada, es muy significativo (p<0,001) dependiendo del momento de la medicién, Tabla X y
XI.

El CALCIO basal oscila entre 14,85 y 12,04 mgr%, con una media basal total de 13,82+/- 0,15 mgr%
. El valor medio total esde 11,73 +/- 0,16 mgr¥, y para la perfusion a 4°C es de 11,71 mgr%, con suero
al10°Cesde 11,37 mgr% y con sueroa 20°C es de 12,11 +/- 0,28 mgr%, Fig.57.

L.a isquemia de 3 horas a 20°C produce un descenso del calcio desde 13,24 +/- 1,18 hasta 8,73 +/-
2,92 mgr®, con un ascenso a los 30 minutos de la revascularizacion, hasta 11,49 +/- 2 mgr%, Fig.52 y
53. Con suero a 10°C hay una disminucion desde 13,22 +/- 1,39 hasta 10,18 +/- 1,26 mgr% y ascenso
a los 30 minutos de la revascularizacién, 11,69 +/- 2,05 mgr%, Fig.51 y 53. Con perfusién a 4°C hay
un descenso muy importante en las cifras del calcio, desde 14,36 +/- 0,23 hasta 6,9 +/- 0,87 mgi%% vy
elevacion posterior, alos 30 minutos de la revascularizacidn, hasta 11,8 +/- 1,03 mgr%, Fig.50 y 3. A
la semana, con suero a 20°C se observan cifras de 13,27 +/- 1,62 mgr%, con suero a 10°C presenta
12,94 +/- 1,37 mgr%, en ambos casos son cifras proximas a las basales, y con suero a 4°C hay
una menor recuperacion, 13,36 +/- 0,37 mgr%, Fig.53. La isquemia de 4 horas y perfusion a 20°C
produce un descenso del calcio desde 13,78 +/- 1,17 hasta 8,13 +/- 0,58 mgr% y ascenso hasta 11,9 +/-
0,87 mg% a los 30 minutos de la revascularizacion, Fig.52 y 54. Con suero a 10°C hay una
disminucién desde 14,06 hasta 7,23 +/- 0,4 mgr%, con elevacion a los 30 minutos de la
revascularizacion hasta 11,2 +/- 0,78 mgr%, Fig.51 y 54. Con perfusién a 4°C se producen oscilaciones
similares a las anteriores, con una disminucion desde 14,03 +/- 0,66 hasta 7,33 +/- 0,56 mgr¥% y un
ascenso a los 30 minutos de la revascularizacion hasta 11,65 +/- 0,68 mgr%, Fig.50 y 54. A la semana, la
perfusion con suero a 20°C presenta unas cifras de 15,39 +/- 0,78 mgr%, cifras muy superiores a las
basales; con suero a 14°C hay un ascenso hasta 13,36 +/- 0,5 mgt%, inferior a la basal, y con suero a
4°C hay una elevacion hasta 14,43 +/- 0,5 mgr%, superior a la basal , pero ambas estin préximas a las
cifras iniciales del calcio, Fig.54. Con tiempos de isquemia de 5 horas y perfusion a 20°C hay un

descenso, menor que con el resto de los sueros, desde 14,65 +/- 0,5 hasta 10,06 +/- 0,25 mgr% y una
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recuperacion a los 30 minutos de la revascularizacién hasta 11,47 +/- 0,65 mgr%, Fig.52 y 55. Con
suero a 10°C hay una caida muy superior al resto, desde 13,13 +/- 0.3 hasta 6,46 +/- 0,2 mgr%, con
elevacion posterior, superior al resto de las perfusiones, a 10,1 +/~ 0,95 mgr¥ a los 30 minutos de la
revascularizacién, Fig.51 y 55. Con suero a 4°C hay una caida importante en las cifras del calcio, pero
menor que la anterior, desde 13,9 +/- 0,2 hasta 8,66 +/- 0,5 mgr%, con elevacion alos 30 minutos dela
revascularizacion hasta 10,47 +/- 0,8 mgr%, Fig.50 y 55. A la semana , la perfusion con suero a 20°C
presenta unas cifras de 13,19 +/- 0,79 mgr%, muy por debajo del valor basal; la perfusiéon con suero a
10°C presenta unos valores de 12,86 +/- 0,35 mgr%, por debajo pero proxima al valor basal, y la
perfusién con suero a 4°C presenta unas cifras de 13,7 +/- 0,17 mgr%, por debajo pero cercana al valor
basal, Fig.55.

Las medias del calcio, tomadas por tiempos de isquemia y por temperaturas de los sueros perfundidos,
se expresan en las Fig.56 y 57.

Con tiempos de isquemia de 3 y 5 horas los valores del calcio a la semana son inferiores a los basales,
con mayor descenso a las 5 horas, pero la isquemia de 4 horas presenta elevacidn de sus cifras a la
semana, Fig.56.

Con  perfusiéon a 10°C no se han encontrado elevaciones del calcio por encima de los valores
basales, en las mediciones realizadas a la semana del experimento, con ninguno de los tres tiempos de
isquemia, Fig.51. Con sueros 4°C, sélo presenta a la semana unas cifras superiores a las basales con
tiempos de 4 horas de isquemia, Fig.50. Con perfusion a 20°C, a la semana observamos cifras superiores
a las basales después de 3 y 4 horas, en este momento muy superiores, de isquemia, con cifras inferiores
tras 5 horas de isquemia, Fig.52. Tomadas todas las mediciones por grupos de perfusion, las cifras de
calcio al cabo de una semana estan proximas a las basales, Fig.57.

Mediante el analisis estadistico observamos que hay un nivel muy significativo (p<@,001) con respecto
al tiempo, siendo significativo (p<0,02) en relacién a la temperatura de perfusion y un nivel muy
significativo (p<0,001) si se tiene en cuenta el momento de la medicion, el tiempo de isquemia y la
temperatura de perfusion, Tabla XII y XIII.

El POTASIO basal oscilaentre 5,35 y 3,4 mEg/L, con una media basal total de 3,99 +/- 0,86 mEq/L.

El valor total medio es de 3,88 +/- 0,13 mEq/L, y para la perfusion con suero a 4°C es de 3,79 mEq/L,
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con sueroa 10°C de 3,88 mEq/L y con perfusion a 20°C de 3,96 +/- 0,22 mEq/L, Fig.65.

Los periodos de 3 horas de isquemia y perfusion a 20°C producen un descenso desde 3,86 +/- 0,35
hasta 3,03 +/- 0,65 mEqg/L, con una elevacion a los 30 minutos de la revascularizacion, 3,65 +/- 0,38
mEq/L, Fig.60 y 61. Con sueroa 10°C hay una elevacién de las cifras, desde 4,31 +/- 0,91 hasta 5,44
+/- 0,47 mEg/L, con descenso a los 30 minutos de la revascularizaciéon, 4,01 +/- 0,83 mEq/L, Fig.59 y
61. Con perfusion a 4°C hay un gran descenso del potasio, desde 4,03 +/- 0,3 hasta 2,83 +/- 0,3 mEq/L y
un importante ascenso a los 30 minutos de la revasculanzacion, 4,23 +/- 0,3 mEqg/L, Fig.58 y 61. A la
semana del experimento, las cifras estdn cercanas a las basales, teniendo unos valores para la perfusién
con suero a 20°C de 4,03 +/- 0,88 mEq/L, para suero a 10°C de 4,45 +/- 0,95 mEq/L. y para suero a 4°C
de 4,06 +/- 0,57 mEq/L, Fig.61. Con 4 horas de 1squemia a 20°C hay un descenso desde 3,85 +/- 0,32
hasta 3,2 +/- 0,34 mEq/L, elevandose a los 30 minutos de la revascularizacion, 3,96 +/- 0,33 mEq/L,
Fig.60 y 62. Con suero a 10°C y 4°C hay una disminucién importante de los valores del K', siendo mas
acusada con sueroa 4°C,y una recuperacién postrevascularizacion similar. Para el sueroa 10°C hay
un descenso desde 3,88 +/- 0,43 hasta 2,6 +/- 0,i7 mEg/L, con elevacién hasta 3,7 +/- 0,2 mEq/L
posterior, Fig.59 y 62. Para suero a 4°C hay una caida desde 4,06 +/- 0,3 hasta 2,6 +/- 0,17 mEq/L y
posterior aumento hasta 3,67 +/- 0,11 mEq/L, Fig.58 y 62. A la semana, los tres tipos de perfusion
presentan valores superiores a los basales, para el suero a 20°C de 4,48 +/- 0,88 mEq/L, el suero a 10°C
de 4,15 +/- 0,31 mEg/L y con suero a 4°C de 4,26 +/- 0,11 mEq/L, Fig.62. Con tiempos de isquemia de
S horas y 20°C de perfusion hay los mayores descensos del K, desde 4,23 +/- 0,49 hasta 3,23 +/- 0,35
mEq/L, y las cifras mas elevadas a los 30 minutos de la revascularizacion, 5,65 +/- 0,3 mEq/L, Fig.60 y
63. Con suero a 10°C y 4°C hay menores descensos y unas recuperaciones postrevascularizacion
cercanas a los valores basales. Con suero a 10°C hay un descenso desde 3,63 +/- 0,32 hasta 2,83 +/-
0,35 mEg/L y elevacidn posterior a 3,63 +/- 0,45 mEq¢/L, Fig.59 y 63. Con suero a 4°C desciende desde
4,1 +/- 0,1 hasta 3,3 +/- 0,2 mEg/L y ascenso posterior hasta 4,1 +/- 0,17 mEq/L, Fig.58 y 63. A la
semnana, todos los valores del K* son superiores a los basales, con cifras mayores para la perfusién con
suero a 20°C, 4,39 +/- 0,27 mEq/L, y suero a 4°C, 4,26 +/- (,57 mEq/L, que para suero a 10°C, 3,9 +/-
0,1 mEq/L, Fig.63.

Las medias del potasio, tomadas por tiempos de isquemia y por temperaturas de pefusion, se hallan en
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las Fig.64 y 65.

Todos los conegjos presentaron elevaciones del potasio, con respecto al valor basal, a la semana del
experimento. La perfusién con  suero a 10°C produce un ascenso importante del K™ a las 3 horas,
superior al de los otros métodos de perfusion, para luego presentar las menores elevaciones y una mejor
recuperacidon 2 la semana, Fig.59,61,62 y 63. La perfusion con 4°C y 20°C tienen un comportamiento
similar, con un mayor descenso del K* a las 3 horas de isquemia con suero a 4°C, ascensos posteriores al
revascularizar y mayores elevaciones a las 4 y 5 horas de isquemia, mas manifiesto con suero a 20°C.
A la semana, permanecen elevados, con menor recuperacion que al perfundir con suero a 10°C, y algo
mas elevado para ¢! suero a 20°C, Fig.58,60,61,62 y 63. Tomadas todas las mediciones por tiempos de
isquemia, apreciamos un mayor ascenso del potasio con tiempos de 4 horas de isquemia, estando menos
elevado con tiempos de 3 y 5 horas de isquemia, Fig.64. Si las mediciones son por grupos de perfusion,
se aprecia una menor elevacién con suerc a 10°C, algo mas elevado con suero a 4°C, pero con valores
cercanos al anterior, y mayor elevacion al pefundir con suero a 20°C, pero todas estian proximas a las
cifras basales, Fig.65.

Mediante el analisis estadistico se observa que las variaciones del potasio solo estan influidas por el
momento de la medicidn, siendo muy significativo (p<0,001), sin influir el tiempo de isquemia ni la

temperatura de perfusion, Tabla XIVy XV.
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Resultados

TABLA - V: SEROLOGIA (VALORES OBTENIDOS A UNA
TEMPERATURA DE 20° C,+/-1° C)

SEROLOGIA
Tiempo Glucosa Urea Creatinina Ca™ K'* GOT LDH CPK
mg% mg% mg% mg % mEqg/L UI/L UL UL
3h || C5  Basal 438 40 12,04 346 43 271 4377
3msQ | 159 30 6,77 231 27 307 7760
30°REV | 219 42 10,016 346 36 350 9600
_1semanal 330 42 1201 39 32 261 3360
3h | C6  Basal 430 26 13,30 4,12 19 334 5725
3h1sQ | 160 20 734 359 18 332 6033
30REV | 220 28 1053 409 43 381 9190
. ISEMANA] 298 22 1271 413 36 579 4775 |
3h [ C16 Basal 447 39 1440 400 20 168 3319
misQ | 319 39 12,10 320 22 203 4510
JCREV | 385 48 13,80 340 38 308 7788
1SEMANAL 379 37 15,10 400 29 198 5444
T 4h | C8  Basal | 325 30 1485 4,13 14 158 1746
anisQ | 120 26 7,55 350 36 218  5i63
30°REV | 197 32 12,90 397 S1 312 7450
1SEMANA| 227 35 1490 451 32 402 2550
4h ([ C10  Basal 363 24 13,96 350 15 237 3775 |
anisQ | 108 16 8,14 283 32 351 17300
JCREV | 158 22 11,50 3,63 62 579 19970
| 1SEMANA| 289 39 1498 455 38 655 4775
4h | C1t  Basm 331 35 12,53 392 25 208 3645
anisQ | 147 25 871 329 27 160 4245
WREV | 186 28 11,30 430 39 236 5510
1SEMANA| 190 34 16,29 438 23 169 1835
S5h | C9  Basal 392 32 14,65 480 18 243 4044
snisQ | 138 32 1030 3.60 77 369 9322
JOREV | 183 36 10,72 375 90 409 12848
1SEMANA| 195 42 1229 408 10 89 1505
sh [ C25  Basal 431 32 1,2 14,60 400 31 292 5285
shisQ | 154 24 0,4 10,10 290 61 387 9555
3CREV | 184 38 0,4 11,80 412 103 400 14330
| 1sEmana] 247 48 L1 13,80 460 14 125 2286
5h §C29 Basal 286 25 L3 14,70 390 19 232 2645
snisQ | 205 23 0,9 980 320 32 287 9030
WREV | 259 26 1,2 11,9 410 57 364 12990
] 1SEMANA| 187 34 12 1350 450 13 107 940 |

EQ: Isquemia; REV: Revascularizacitn.
Cn: Nimero de conejo utilizado.
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Resultados

TABLA - VI: SEROLOGIA (VALORES OBTENIDOS A UNA
TEMPERATURA DE 10° C, +/-1°C)

SEROLOGIA )

Tiempo [ Glucosa  Urea  Creatinina  Ca’ K GOT LDH CPK |
mg % mg % mg % mg % mEg/L UI/L UL/L. UI/L

3h C12  Basal 237 27 1,62 535 28 181 1728
3hISQ | 184 19 915 393 25 205 2686

30°REV | 194 32 10,63 443 44 301 5703

_ VSEMANA{ 203 27 136 555 26 154 1981

3h [ Cl1a  Basat | 272 36 14,14 3,60 21 191 1728
shisQ | 227 27 11,60 2,50 21 211 2686

30°REV | 237 37 1406 330 34 274 4017

| 1SEMANA| 250 33 138 380 21 175 1963

3h C20  Basal 473 38 1.6 13,90 400 20 246 4142 |
3risQ | 179 27 0,7 98 290 19 238 7920

30°REV | 202 36 1] 10,40 380 35 313 12205
| 1 SEMANA| 339 16 1,2 13,60 4,00 17 215 3543

ah | C13  Basa | 463 31 13,70 436 17 100 2936
an1sQ | 167 25 7,60 2,50 17 124 4411

30°REV | 257 33 1,70 3,70 27 180 7890

u 1 SEMANA] 294 30 1290 387 16 108 2668

4h C15  Basal 398 33 1470 38 14 122 1799
ahisQ | 155 21 680 250 13 135 4580

30°REV | 214 29 11,60 350 25 234 7330

| 1 SEMANA| 257 29 13,90 450 11 112 1550

4h C23  Basal 280 28 1,0 13,80 3,50 15 206 305] |
sn1sQ | 116 21 0,4 730 2,80 13 226 4858

30°REV | 152 25 0,7 1030 390 23 314 8470

1 SEMANA| 220 27 1,1 1330 4,10 12 175 2745

5h C26  Basal 314 31 1,7 13,40 3,50 19 240 4236
snisQ | 107 18 0.5 6,20 320 36 359 8243

30°'REV | 242 35 13 9,00 4,10 49 433 12415

1SEMANA] 284 29 13 12,90 400 I8 228 3465
5h C28  Basal 422 32 1.8 12,80 4,00 18 183 3541
ShisQ | 150 23 0,7 660 280 27 264 5167

30°REV | 260 36 1.5 10,70 3,60 36 403 12325

1SEMANA| 335 21 1,8 1250 390 20 172 3145

Sh C30  Basal 263 45 1.8 13,20 340 17 182 4097
shisQ | 128 35 0,5 660 250 15 294 9310

30°'REV | 198 51 0,8 10,60 320 24 482 16055
1 SEMANA| 227 40 1,3 1320 380 16 169 3453

ISQ: Isquemia; REV: Revascularizacién.

Cn: Nimero de conejo utilizado.
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Resuliados

TABLA - VII: SEROLOGI{A (VALORES OBTENIDOS A UNA
TEMPERATURA DE 4° C, +/- 1° C)

SEROLOGIA |
Tiempo i Glucosa Urea  Creatinina  Ca™ K GOT LDH CPK
mg% mg% mg %o mg% mEg/L UIL UL ul/L
3h | C17  Basal | 357 26 1450 370 19 184 2179
3hisQ | 127 15 630 250 13 163 3447
30°REV | 227 24 1240 390 37 330 12112
[ 1SEMANA| 238 22 1380 400 {4 M2 1022
3n | C19  Basal | 389 32 R 1450 4,10 25 204 5402
isQ | 140 18 0,6 790 3,10 25 189 7235
30°REV | 245 31 0,8 12,40 450 43 443 15855
| ISEMANA} 265 27 09 13,10 410 17 144 7460
3h || C21  Basal | 430 28 1,3 14,10 430 23 193 4762
3ISQ | 270 19 0,5 6,50 2,90 15 148 4084
30°REV | 285 27 0,9 1060 430 31 265 11520
I SEMANA| 251 27 0,9 13,20 4,10 15 137 2881 |
ah | Ci8  Basal | 398 28 1330 380 31 278 5415
sh1sQ | 125 17 670 28 29 279 9020 |
30°REV | 181 23 10,86 3,61 42 316 15275
| ISEMANA] 18% 27 1390 420 iS5 176 2927 |
g4h | C22  Basal | 416 34 1,1 1420 400 14 25 1205
4hIsQ | 160 17 0,5 750 250 17 296 4344
30°REV | 193 27 0,8 12,00 3,80 24 367 11415
| ISEMANA] 236 33 12 1450 420 16 217 1533
gh | C24  Basat | 388 36 13 14,60 440 22 266 5322
ahisQ | 106 20 0,5 780 250 39 281 7090
30°REV | 156 27 0.8 12,10 3,60 45 346 11810
1sEMANAl 316 35 1,2 14,90 440 24 236 339
5h | C27  Basal | 395 32 1,5 13,70 400 28 243 3663
shisQ | 147 28 1,1 920 350 35 381 12100
30°REV | 179 37 1,0 992 431 62 403 13880
_1SEMANA| 281 51 1,2 13,50 430 30 203 2999
Sh { C31  Basal | 3I5 30 1,3 13,90 420 34 255 4632
ShisQ | 125 25 0,8 8,60 330 43 369 10290
3°REV } 179 40 1,] 10,10 401 68 432 12987
1 SEMANA| 258 45 13 13,80 430 37 251 3113
Sh | C32  Basal 371 26 1,5 14,10 410 30 212 4532
Sh1sQ | 135 25 0.8 820 3,10 41 312 10440
30°REV | 197 38 1,1 11,40 400 62 401 12878
1 SEMANA| 285 45 1,6 13,80 420 33 197 3264

15Q: Isquemia; REV: Revascularizacién.

Cn: Nimero de conejo utilizado.
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Resuitados

TABLA - VIII:

Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida
Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia
Fuente | tipon gl cuadrética | F___ | Sig | centraiidad | observada®|
GLUCOSA 664818,176 3 | 221606,059 { 129,584 | 000 W 388,783 1,000
GLUCOSA * 8383.463 8 1397,244 817 | 561 4,903 295
TIEMPO ’ ' ’ ! ’ '
GLUCOSA * TP1 9152907 B 1525,485 B892 | 507 5,353 322
GLUCOSA *
TIEMPO * TP1 23975,704 12 1097,975 1,168 | ,32¢9 14,021 587
Eror(GLUCOSA) | 92340,000 54 1710,000
a. Calculado con alfa= 08
TABLA -IX: Pruebasde los efectos inter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedioc
Suma de Parametro ]
cuadrados Media de no Potencia
Fuente tipo |I] gl cuadratica F Sig. | centralidad | observada®
Intercept § 1705171,021 1) 1705171,021 | 1237 541 1 000 1237,541 1,000
TIEMPO 9672,542 2 4836,271 3,510 | ,052 7,020 579
TR 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 | J

a. Calculado con alfa= 05
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Resultados

TABLA — X: Pruebas de efectos intra-sujetos.
Medida:
Esfericidad asumida
Suma de Paréametro
cuadrados Madia deno Potencia
Fuente tipo i gl cuadratica F Sig._|_centraiidad | observada® |
UREA 1765,556 3 588,519 | 66,858 | ,000 200,575 1,000
UREA *
TEMPO 362,667 6| 60444 | 6867 | 000 | 41,201 999
UREA *TP1 271,833 45 308 5,147 | .000 30,881 ,989
UREA ™
REMPO * 495 111 12 41,259 46387 | ,000 56,247 999
1
Error(UREA) 475 333 54 8802 1 N
a. Calculado con alfa = 05
TABLA — X1: Pruebas de los efectos inter-sufetos
Medida:
Variable transformada; Promedio
Suma de | Parametro
cuadrados Media de no Potencia
Fuente tipo i gl |_cuadratica E Sig. _|_centralidad | _observada®
intercept 1 24843,000 1 24843,000 : 1014,767 | ,000 1014,767 1,000
TIEMPO 158,388 2 79,194 3,235 | ,063 6,470 542
TP1 42 097 2 21,049 860 | 440 1,720 175
TEMPO 1 116722 | 4 29,181 1192 | 348 4768 208
| Error 440667 | 18 24 481

4. Calculado con alfa = .05
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TABLA — XII: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida
Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia

Fuente _ tipo Il gl cuadratica F___|_Sig. | centralidad | observada®
CALCIO 556,959 3 185653 | 421,394 | ,000 1264,183 [ 1,000
CALCIO *

TIEMPO 17,803 8 2,967 6,735 | 000 40,408 999
CALCIO * TP1 6,856 6 1,143 2,594 | 028 15,562 ,809
CALCIO*

TIEMPO * 25212 12 2,101 4769 | 000 57,225 999
TP1

Ercor{CALCIO) 23,791 54 441 3

a. Caiculado con alfa = ,05
TABLA — XI1I: Pruebas de los efectos inter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedic _ ;
[~ " Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia
Fuente tipo Ill gl | cuadratica F Sig. | centralidad | observada®
rInte;rc:ept 3717,883 1 3717883 | 5235541 [ 000 5235,541 1,000

TIEMPQ A74 2 237 334 [ 720 668 ,095

TP 2,462 2 1,231 1,733 | 205 3,467 3158
,TQLEF',":PO 3287 | 4 822 1,157 | 362 4,629 200
ErTor 12,782 | 18 710

a. Calculado con aifa = ,05
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TABLA — XIV: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida .
Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia
Fuente tipo 1) gl cuadrética F Sig. | centralidad | observada®
POTASIO 15,884 5,295 | 7,110 | ,000 21,330 974
POTASIO*
TIEMPO 5,076 8 846 | 1,136 | 354 6,817 409
POTASIO * TP1? 3923 6 654 878 | 517 5,268 317
POTASIO *
TIEMPO * TP1 8,195 12 683 917 | 537 11,005 ,463
Error(POTASIO) 40,212 54 745
a. Calculado con alfa = ,05
TABLA ~ XV: Pruebas de los efectos inter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio
Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia
Fuente . tipo It gl_|_cuadratica F Sig. | centralidad | observada®
Intercept 1 406,585 1 406,585 | 871,020 | ,000 871,020 1,000
TIEMPO A34 2 217 465 | 636 ,930 114
TP1 131 2 | 6566E-02 ,141 | 870 281 068
TIEMP
* TP1 0 2,603 4 651 1,384 | 276 5576 , 346
Error 8402 | 18 | Ae7 J

a. Calculado con aifa = ,05
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La GOT basal oscila entre 43 y 14 UI/L, con una media basal total de 22,18 +/- 1,26 UI/L. El valor
medio total es de 29,71 +/- 1,19 UVL, y para la perfusion con suero a 4°C es de 30,5 UI/L, con suero a
10°C de 22,47 UYL v con suero a 20°C de 36,16 +/- 2,07 UVL, Fig.73.

Con tiempos de isquemia de 3 horas y perfusién con suero a 20°C hay un descenso desde 27,33 +/-
13,57 hasta 22,33 +/- 4,5 UVL y una elevacidn postrevascularizar hasta 45,66 +/- 9,29 UI/L, Fig.25,68 y
69. Con perfusion a 10°C los valores caen desde 23 +/- 4,35 hasta 21,66 +/- 3,05 UL y un ascenso a los
30 minutos de revascularizar hasta 37,66 +/- 5,5 UL, Fig.28,67 y 69. Con suero a 4°C hay un descenso
desde 22,33 +/- 31,05 hasta 17,66 +/- 642 UUVL y aumento al revasculanizar hasta 37 +/- 6 UVL,
Fig.31,66 y 69. A la semana del experimento los valores de GOT descienden con los tres métodos de
perfusion, pero con suero a 20°C presenta cifras mas elevadas que las basales, 32,33 +/- 3,51 UVL,
Fig.25 y 69; con suero a 10°C sus valores estan proximos a los basales, 21,33 +/- 4,5 UVL, Fig.28 y 69,
con perfusion a 4°C se producen los mayores descensos, muy inferiores a los basales, 15,33 +/- 1,52 UI/L,
Fig.31 y 69. La isquemia de 4 horas y perfusién a 20°C conlleva una elevacion de los valores desde 18 +/-
6,08 hasta 31,66 +/- 4,5 UI/L y posterior aumento al revascularizar, 50,66 +/- 11,5 UI/L, Fig.26,68 y 70.
Con sueroa 10°C se produce una discreta disminucidn desde 15,33 +/- 1,52 hasta 14,33 +/-23 Ul/lL y
aumento menor a los 30 minutos de la revascularizacion, 25 +/- 2 UYL, Fig.29,67 y 70. Con suero a 4°C
se produce una ¢levacién desde 2233 +/- 85 hasta 28,33 +/- 11,01 UVL y posterior aumento al
revascularizar hasta 37 +/- 11,35 UI/L, Fig.32,66 y 70. A la semana de la isquemia todos los valores
descienden; la perfusién con suero a 20°C presenta cifras superiores a las basales, 31 +/- 7,55 UI/L,
Fig.26 y 70; el suero a 10°C tiene una cifra cercana a la basal, con leve caida, 13 +/- 2,64 UI/L, Fig.29 y
70; el suero a 4°C presenta cifras inferiores a las basales, 18,33 +/- 4,9 UVL, Fig.32 y 70. La isquemia
de 5 horas produce las mayores alieraciones en las cifras de la GOT. Con perfusién a 20°C hay las
mayores elevaciones, presentando un ascenso desde 22,66 +/- 7,23 hasta 56,66 +/- 22 81 Ul/LLy aumento
mayor al revascularizar hasta 83,33 +/- 23,71 UI/L, Fig.27,68 y 71. Con suero a 10°C hay elevaciones
menores, desde 18 +/-1 UI/L hasta 26 +/- 10,53 U/L y nuevo aumento al revascularizar hasta 36,33 +/-
12,5 UI/L, Fig.30,67 v 71. Con suero a 4°C se aprecian elevaciones intermedias, desde 30,66 +/- 3,05
hasta 39,66 +/- 4,16 UV/L y nueva elevacion al revascularizar hasta 64 +/~ 3,46 UVL, Fig.33,66 y 71. A la

semana, hay una caida de todos los valores. Con suero a 20°C hay unos valores inferiores a los basales,
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12,33 +/- 2,08 UI/L, Fig.27 y 71, con suero a 10°C se consiguen los valores basales, 18 +/- 2UI/L,
Fig.30 y 71;con suero a 4°C persiste una discreta elevacién, 33,33 +/- 3,51 UI/L, Fig.33 y 71.

Las medias de la GOT, tomadas por tiempos de isquemia y por temperaturas de perfusion, se exponen
en las Fig.72 y 73.

Considerando el tiempo de isquemia, a las 3 horas se producen las menores alteraciones en los
valores de GOT, con variaciones importantes a las 4 horas y muy intensas a las 5 horas, con mayores
alteraciones al perfundir con suero a 20°C, Fig.72.

La perfusidn con suerc a 10°C manifiesta las menores variaciones en las cifras de la GOT en todas
las mediciones, con una recuperacion a la semana con cifras similares a las basales, Fig.67 y 73. El
suero a 4°C y a 20°C se comportan de manera inversa . Con tiempos de isquemia de 3 y 4 horas, la
perfusion con suero a 20°C presenta unos valores ala semana de isquemia mas elevados, Fig.68 y 73,
que con suero a 4°C, Fig.66 y 73; sin embargo, a las 5 horas la perfusién con suero a 20°C presenta
unos valores a la semana inferiores a la perfusion con suero a 4°C, Fig.66,68 y 73.

Tomadas todas las cifras en relacion con la temperatura de perfusion observamos que las cifras totales
alasemana estin proximas a las cifras basales, con leve disminucion con suero a 4°C y ligero aumento
con suero a 20°C, Fig.73.

Mediante el analisis estadistico apreciamos que hay un nivel de relacion muy significativo (p<0,001)
con respecto al tiempo de isquemia, respecto a la temperatura de perfusion v la relacién entre el momento
de la medicion, el tiempo de isquemia y la temperatura de perfusion, Tabla XVI y XVIL.

La LDH basal oscila entre 334 y 109 Ul/L, con una basal medta total de 218,29 +/- 7,95 ULI/L. El valor
medio total es de 262,25 +/- 11,75 UI/L, y paraja perfusion a 4°C es de 263,47 UVL, con suero a 10°C
es de 226,61 UI/L y para sueros a 20°C es de 296,69 +/- 20,36 UI/L, Fig.81.

Con tiempos de isquemia de 3 horas y perfusion a 20°C se observa un aumento de las cifras desde
257,66 +/- 83,79 hasta 280,66 +/- 68,41 UI/L, con aumento postrevascularizacion hasta 346,33 +/-
36,63 UI/L, Fig.25,76 y 77. Con suero a 10°C se produce una elevacién mas moderada en sus cifras,
desde 206 +/- 35 hasta 218 +/- 17,57 UV/L, y nuevo ascenso a los 30 minutos de la revasculanzacién
hasta 296 +/- 19,97 UI/L, Fig.28,75 y 77. Al perfundir con suero a 4°C se produce una disminucion de

sus valores al finalizar el tiempo de isquemia, desde 193,66 +/- 10,01 hasta 166,66 +/- 20,74 UI/L, con el
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ascenso mas importante postrevascularizacidn, hasta 346 +/- 90,07 Ul/L, Fig.31,74 v 77. A la semana de
la isquemia, con  suero a 20°C persiste la elevacidn, similar a las cifras obtenidas después de la
revascularizacion, 346 +/- 204,22 UI/L, Fig.25,76 y 77. Con suerc a 10°C se obtiene un valor cercano al
basal, con leve disminucion, 181,33 +/- 30,98 UL, Fig.28,75 v 77. Y la perfusion a 4°C presenta un
descenso importante de sus valores, 131 +/- 16,82 UI/L, Fig.31,74 y 77. La 1squemia de 4 horas con una
perfusion a 20°C produce un aumento de los valores desde 201 +/- 39,96 hasta 243 +/- 97,92 UI/L y un
aurnento posterior al revascularizar hasta 375,66 +/- 180,14 ULL, Fig.26,76 y 78. Con suero a 10°C se
producen menores ascensos de los valores de LDH, desde 145,66 +/- 52,65 hasta 161,66 +/- 55,98 UI/L y
nueva elevacion después de la revascularizacion hasta 242,66 +/- 67,41 UVL, Fig.29,75 y 78. Y al
perfundir con suero a 4°C se producen aumentos mas moderados que con el suero a 20°C, desde 266,66
+/- 11,01 hasta 285,33 +/- 9,20 UI/L, con nuevo aumento al revascularizar hasta 343 +/- 25,63 UI/L,
Fig.32,74 y 78. A la semana del experimento, los animales pefundidos con suero a 20°C presentan unas
cifras aiin mayores que ai revascularizar, 408,66 +/- 243,06 UIL, Fig.26 y 76. Los que han sido
perfundidos con suero a 10°C tienen unos valores cercanos a los basales, con una pequeiia disminucion,
131,66 +/- 37,58 UI/L, Fig.29 y 75. Y con suero a 4°C las cifras obtenidas son inferiores a las basales,
209,66 +/- 30,66 UVL, Fig32 y 74. Los tiempos de isquemia de 5 horas producen las mayores
alteraciones en los valores de la LDH. Con perfusién a 20°C hay un aumento desde 255,66 +/- 31,94
hasta 347,66 +/- 53,3 UI/L y un nuevo aumento al revascularizar, pero mener que con los otros métodos,
hasta 391 +/- 23,81 Ul/L, Fig. 27,76 y 79. Con perfusién a 10°C hay un aumento desde 201,66 +/- 33,2
hasta 305,66 +/- 48,56 UV/L, presentando las cifras mas elevadas después de revascularizar, hasta 439,33
+/- 39,87 UVL, Fig.30,75 y 79. La perfusidn con suero a 4°C presenta la mayor elevacion al finalizar el
tiempo de isquemia, desde 236,66 +/- 22,18 hasta 354 +/- 36,86 Ul/L, con elevacidn posterior al
revascularizar menor que con  suero a [0°C, 412 +/- 17,34 UL, Fig.33,74 vy 79. A la semana del
experimento se praduce una disminucién de todos los valores, por debajo de las cifras basales, con los
tres métodos de perfusion. Con suero a 20°C se observa el mayor descenso, hasta 107 +/- 18 UI/L, Fig.27
y 76. Con suerc a 10°C hay una cifra préxima a la basal, 189,66 +/- 33,23 UI/L, Fig.30 y 75. Con el
suero 2 4°C hay una caida algo superior a la perfusion con suero a 1G°C, pero con cifras cercanas a la

basal, 217 +/- 29,59 UI/L, Fig.33 vy 74.
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Las medias de la LDH, tomadas por tiempos de isquemia y por temperaturas de perfusion, se exponen
en las Fig.80 y 81.

St consideramos el tiempo de isquemia, a las 3 horas se producen las menores alteraciones de la
LDH, con cifras similares a las basales a la semana del experimento; con 4 y 5 horas hay mayores
alteraciones, presentando cifras superiores a las basales con 4 horas y cifras inferiores a las 5 horas de
isquemia, Fig.80.

Tomados todos los valores en relacion a la temperatura de perfusion observamos que la perfusién con
suero a 10°C presenta cifras cercanas a las basales a la semana del experimento, siendo algo inferiores
para la perfusién con suero a 4°C y superiores con suero a 20°C, Fig.81.

La perfusion con suero a 10°C produce las menores oscilaciones en los valores de LDH, excepto en
periodos de 5 horas de isquemia en donde presenta una gran  elevacidn a los 30 minutos de
revascularizar, pero volviendo a las cifras basales a la semana, Fig.75 y 81. Los suerosa 4°C y 20°C se
comportan de manera inversa; con tiempos de isquemia de 3 y 4 horas y perfusién a 20°C los valores
obtenidos de LDH estdn elevados a la semana, estando por debajo del nivel basal con 5 horas de
isquemia, Fig.76 y 80; si la perfusion es con suero a 4°C, con isquemias de 3 y 4 horas sus cifras,
tomadas a la semana, son inferiores a las basales, pero se aproximan a ellas, y con valores mas bajos en
isquemias de 5 horas, Fig.74 y 80.

El analisis estadistico muestra con las variables intra-sujetos un nivel de relaciéon muy significativo
(p<0,001) para ¢] momento de la medicién, el tiempo de isquemia y la relacion entre el momento, el
tiempo de isquemia y la temperatura, y con las variables inter-sujetos hay una relacion casi significativa
(p<0,07) para la temperatura de perfusién, Tabla XVIII y XIX.

La CPK basal oscila entre 5725 y 1205 UVL., con una media basal total de 3664,11 +/- 256,77 UI/L.
El valor medio total es de 6242,18 +/- 378,76 UL/L, y para la perfusion con suero a 4°C es de 6985,3
UL, consueroa 10°C es de 522338 UKL y con suero a 20°C es de 6515,36 +/- 656,03 UU/L, Fig.89,

Cuando se somete al animal de experimentacion a 3 horas de isquemia y perfusion a 20°C observamos
un aumento de los valores desde 4473,66 +/- 1205,9 hasta 6101 +/- 1626,06 UI/L, con un nuevo
aumento a los 30 minutos de revascularizar hasta 8859,33 +/- 950,18 UVL, Fig.25,84 y 85. La perfusion

con suero a 10°C produce las menores elevaciones, siendo desde 2532,66 +/- 1393,72 hasta 4430,66 +/-
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3021,85 UI/L, elevandose de nuevo al revascularizar hasta 7308,33 +/- 4323,61 UI/L, Fig.28,83 y 85. Al
perfundir con suero a 4°C se produce un auvmento desde 4114,33 +/- 1706,32 hasta 4922 +/- 2028,28
UI/L, vy al revascularizar se producen las mayores elevaciones de la CPK, hasta 13162,33 +/- 2350,62
UI/L, Fig.31,82 y 85. A la semana, los tres grupos presentan cifras proximas a las basales. Con sucro a
20°C hay unos valores de 4526,33 +/- 1064,02 UL, algo por encima de la basal, Fig.25,84 y 85; con
suero a 10°C presenta 2495,66 +/- 907,06 UL/L, superpuesta a la basal, Fig.28,83 y 85, y con suero a 4°C
obtenemos 3787,66 +/- 3313,38 UI/L, por debajo de la cifra basal, Fig.31,82 y 85. Con tiempos de
isquemia de 4 horas y perfusion con sueroc a 20°C hay una elevacion desde 3055,33 +/- 1135,77 hasta
8902,66 +/- 7286,77 UI/L, con elevacién posterior a los 30 minutos de revascularizar hasta 10976,66 -+/-
7848,62 UI/L, Fig.26,84 y 86. Con suero a 10°C se producen las menores elevaciones de CPK, desde
2595,33 +/- 692,03 hasta 4616,33 +/- 225,7 UI/L, con aumento postrevascularizacion hasta 7896,66 +/-
570,02 UI/L, Fig.29,83 y 86. El suero a 4°C induce un aumento de los valores desde 3980,66 +/- 2404,24
hasta 6818 +/- 2349,83 UI/L, con el mayor aumento posterior a la revascularizacion, hasta 13162,33 +/-
2350,62 UI/L, Fig.32,82 v 86. A la semana del experimento la perfusién con suero a 10°C y 20°C
disminuyen sus cifras hasta valores basales; con suero 2 20°C hay un valor superponible al basal, de
3053,33 +/- 1533,26 UI/L, Fig.26,84 y 86; y con suerc a 10°C hay un valor algo menor al basal, de
2321 +/- 668,81 UI/L, Fig.29,83 y 86. El suero a 4°C, a la semana, presenta unos valores muy por debajo
de los iniciales, de 2618,66 +/- 969,01 UL/L, Fig.32,82 y 86. Los tiempos de isquemia de 5 horas
producen las mayores alteraciones en los valores de la CPK. Con perfusion a 20°C se produce un
aumento desde 3991,33 +/- 1320,78 hasta 9302,33 +/- 263,05 UI/L, con aumento a los 30 minutos de
revascularizar hasta 1338933 +/- 817,72 UI/L, Fig.27,84 y 87. Con suero a 10°C se observa una
elevacion desde 3958 +/- 367,75 hasta 7573,33 +/- 2151,15 UL y la mayor elevacién es posterior a la
revascularizacién, hasta 13598,33 +/- 2128,01 UVL, Fig.30,83 y 87. El suero a 4°C produce el mayor
aumento de los valores al finalizar el tiempo de isquemia, desde 4275,66 +/- 532,93 hasta 10943,33 +/-
1004,5 UL y una menor elevacion posterior a la revascularizacion, hasta 13248,33 +/- 549,74 UI/L,
Fig.33,82 y 87. A la semana del experimento hay una disminucién de todos los valores, inferiores a las
cifras basales. Con suero a 20°C se aprecia €l valor més bajo de todos, de 1577 +/- 675,88 UI/L,

Fig.27,84 y 87. Con suero a 10°C hay una menor disminucién de los valores, estando cercanos a los

132



Resultados

basales, presentando  3354,33 +/- 181,38 UVL, Fig.30,83 v 87. Con suero a 4°C sus valores son
inferiores a los basales, siendo de 3125,33 +/~ 132,93 UI/L, Fig.33,82 y 87.

Las medias de la CPK, tomadas por ticmpos de isquemia y por temperaturas de perfusion, se desenben
en las Fig.88 y 89.

Teniendo en cuenta ¢l tiempo  de isquemia, a las 3 horas se producen las menores alteraciones y una
recuperacion de los valores basales a la semana de la isquemia, Fig.85 y 88; los tiempos de 4 horas
producen mayores variaciones, con recuperacion de las cifras basales a la semana al perfundir con
suero a 10°C y 20°C , Fig.86 y 88. La isquernia de 5 horas produce los mayores cambios en los valores
de la CPK, presentando 2 la semana unos valores inferiores, pero cercanos a los basales, al perfundir con
sueroa 10°C y 4°C, Fig.87 v 88.

Tomados en conjunto los tres métodos de perfusién observamos como la perfusién con suero a 10°C
presenta las menores alteraciones y una recuperacion a la semana muy proxima a los valores basales,
teniendo un  comportamiento muy parecido la utilizacion de suero a 20°C y a 4°C, con valores
superiores durante la isquemia y revascularizacion y mayor descenso a la semana del experimento,
Fig.89.

La perfusion con suero a 10°C produce las menores variactones en los valores de CPK, excepto a los
30 minutos de revascularizar en periodos de isquemia de 5 horas, en donde presenta la maxima elevacion,
pero decrece y recupera unos valores cercanos a los basales a la semana, Fig.83 y 89. Los sueros a 4°C y
20°C actian de manera parecida; la perfusién con suero a 20°C durante tiempos de isquemia de 3 y 4
horas presenta ascensos importantes posteriores a la revascularizacion, pero sus valores a la semana del
gxperimento estan proximos o se superponen a los basales, y con 5 horas de isquemia, después de una
gran elevacion al revascularizar, sus cifras descienden, para presentar a la semana unos valores muy
inferiores a los basales, Fig.84 y 89; si la perfusion es con suero a 4°C, sus valores ascienden tras la
revascularizacion para caer a continuacion y presentar unas cifras inferiores a las iniciales con los tres
periodos de isquemia, mds acusado con isquemias de 4 horas, Fig.82 y 89,

En el analisis estadistico comprobamos como en las vanables intra-sujetos hay un nivel de relacién
muy significativo (p<0,001) para €l momento de la medicion y el tiempo de isquemia, siendo

significativo (p<0,05) con respecto a la temperatura, Tabla XX y XXI. Con los contrastes multivariados
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existe una relacion estadistica muy significativa (p<0,001) respecto al momento de la toma y la
temperatura de perfusion, asi como con la relacién existente entre el momento, el tiempo y la temperatura,

siendo significativo (p<0,01) para el tiempo.
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Resultados

TABILA — XVI: Pruebas de efectos intra-sujetos.

139

Medida;
Esfericidad asumida
Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia
Fuente tipo lil gl cuadrética F Sig. | centralidad | observada®|
GOT 10730,769 3576,923 | 83,834 | ,000 251,502 1,000
GOT*
TIEMPO 2571,259 & 428,543 | 10,044 | ,000 60,264 1,000
GOT * TP1 1491,981 6 248 664 5,828 | ,000 34,968 ,895
GOoT*
TIEMPO * 2265741 12 188,812 4,425 | ,000 53,103 999
TP
Error(GOT) |__2304,000 54 42,667
a. Calculado con alfa = |05
TABLA — XVII: Pruebas de los efectos inter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio
Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia

Fuente tipo ll gl | _cuadrética F | _Sig. | centralidad | observada®

intercept | 23837,225 1| 23837225 | 615,448 | ,000 615,448 1,000

TIEMPO 679,407 2 339,704 8,771 | ,002 17,541 940

TP1 852,282 2 426,141 11,002 | 001 22005 977

TIEMPO

+ TPt 326,231 4 81,558 21068 | 122 8,423 ,508

| Error 697,167 | 18 38,731
a. Calcuiade con alfa = 05
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TABLA — XVIII: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida

Suma de Parametro

cuadrados Media de no Potencia
Fuente tipo Il gl cuadrética F Sig. | centralidad | observada®
TOH 346787,704 3 1 115595901 | 49,888 | ,000 149,665 1,000
LDH * 4 12 1,000
TIEMPO 116137,630 6 19356,272 8,35 ,000 50,122 ,
LDH * TP1 30879,241 6 5146,540 2,221 | 055 13,327 733
tDH >
TIEMPC * 109676,759 i2 9139,730 3,944 | 000 47 334 997
TP1
Error{LDH) 125123,167 54 2317,0986

a. Calculado con alfa = ,05
TABLA — XIX: Pruebas de los efectos inter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio
Suma de 1 Parametro
¢uadrados Media de no Potencia

Fuente tipo |l gl cuadratica F Sig. _| centralidad | observada®
Intercept | 1857057,815 1 1857057,815 | 497,653 | ,000 497 653 1,000
TIEMPC 9086,518 2 4543,258 1,217 | 319 2,435 232
TP1 22122394 2 11061,197 2,964 | 077 5,928 505
I$PM1PO 26784273 4 6696,068 1,794 | 174 7.178 439
Error 67168,375 | 18 3731632

a. Calcuiado con alfa = 05
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TABLA — XX Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida
Parametro
Suma df: de no Potencia

Fuente cuadradostipo il | gl Media cuadratica F Sig. | centralidad | observada®
CPK 1162209745407 3 387403248 469 | 147,162 | ,000 441,486 1,000
CPK*

TIEMPO 83184284815 13864047 469 5,267 | ,000 31,599 990
CPK*TP1 34551031,315 8 5758505,219 2,187 | 058 13,125 726
CPK*

'.F:DETMPO * 51288170,963 12 4274014 247 1624 | 113 15,483 766
Error(CPK) 142154766000 54 2632495 667 |

a. Caiculado con aifa = ,05
TABILA — XXI:Pruebas de los efectos inter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio
Parametro
Suma de de no Potencia

Fuente cuadrados tipo Il | gl | Media cuadratica F Sig. | centralidad observada®
Intercept | 1052051648,926 1 1052051648,926 | 271,605 | ,000 271,605 _ 1,000
TIEMPO 17183019,685 2 8591509,843 2,218 | 138 4,436 393
TP1 14989750,449 2 7499875,225 1936 | 173 3,872 .348
TEMPO | 4sacease1s | 4 | 1137408706 | 204 | 878 1,475 01
Error 69722202000 { 18 | 3873455667 _ |

a. Calculado con aifa = ,05
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C.- Estudio Histologico

1.- Estudio Macrosedpico

Las piezas musculares estudiadas se extraen a la semana de haber permanecido la extremidad del
conejo en isquemia. Antes de sacrificarlo, se procede a la diseccion de la  piel de la pata, para
comprobar el color de los masculos, la circulacion sanguinea, la morfologia de los nervies y la
cicatrizacion.

Las extremidades perfundidas con suero fisioldgico a 20°C presentan un color rojizo claro, mas
acusado cuantas mas horas de isquemia han soportado y, ademas, de consistencia gelatinosa {mas
notorio a las 5 horas), con seroma ocasional, fibrina y cicatrizacion lenta de la herida a mayores horas
de isquemia. Los musculos perfundidos a 4°C tienen un color palido y de consistencia dura (siendo
lefiosa a las 5 horas), con seromas frecuentes en las heridas, cicatrizacion mas lenta de las mismas, gran
cantidad de fibrina que envuelve los vasos y el nervic femoral y edema de la pata (mas notorio a las 5
horas). Al observar los misculos perfundidos con solucién a 10°C su aspecto es distinto, apareciendo de
color rojo y consistencia normal, seroma escaso y ocasional, cicatrizacion normal de las heridas y

menor cantidad de fibrina.

2.- Microscopia Optica

Al estudiar con microscopio optico el vientre medial del misculo gastrocnemio basal, se observa que
es de tipo mixto; es decir, con fibras tipo [ y I1, y vanabilidad en el tamafio de las mismas. La tincidn con
hematoxilina v eosina (Fig.90) y el tricromico de Masson (Fig.91) nos muestran la variabilidad de las
fibras; latincidn de Oil-Red tifle de naranja la grasa interfibrilar. La técnica histoquimica de la ATP-asa
a pH 9,4 (Fig.92) nos muestra los dos diferentes tipos de fibras, las tipo [ son claras y pegueiias, sin
actividad ATP, las tipo II son oscuras y grandes. Las técnicas de NADH (Fig.93) y SDH (Fig.94)
colorean las fibras de manera inversa a la anterior, apareciendo las fibras tipo I oscuras y pequefias y las
tipo II ciaras y grandes,

Los musculos mantenidos en isquemnia durante 3 horas presentan lesiones aisladas y dispersas, con
calcificacion, infiltrado inflamatorio y regeneracién focales, basofilia del citoplasma y ntcleos
vesiculosos en los estudios con hematoxilina-eosina y Masson. Es menos manifiesto con perfusién a 20°C
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(Fig.95) que con liquidos a 4°C, donde se puede observar fagocitosis en las lesiones y fibras tipo I con
lesiones regenerativas  aisladas (Fig.96). En los musculos perfundidos a 10°C no se aprecian
alteraciones (Fig.97).

Con tiempos de isquemia de 4 horas las lesiones observadas son focales y aisladas, pero mas
frecuentes que con 3 horas. La perfusion a 20°C produce cambios degenerativos focales, fibras rotas,
fagocitosis aisladas y un infiltrade inflamatorio, sin edema intersticial, con tincidn de hematoxilina-
eosina y Masson (Fig.98), y fibras tipo I con desorganizacion intermiofibrilar con la SDH. Con 4°C
presenta las mismas lesiones (Fig.99). Con perfusién a 10°C observamos alteraciones degenerativas
focales con hematoxilina-eosina y Masson, siendo la histoquimica normal (Fig.100),

Las lesiones mas importantes y extensas las encontramos en los misculos mantenidos en isquemia
durante 5 horas. Con suero a 20°C se aprecia necrosis de fibras, depdsitos cdlcicos, infiltrado
inflamatorio y zonas de regeneracion (infarto en evolucidn u organizacién) en las tinciones con
hematoxilina-cosina (Fig.101) y Masson, con grasa en las fibras lesionadas y en los macréfagos con la
tincidn de Oil-Red. Con la técnica de la ATP-asa aparecen fibras tipo Il con vacuolas y rotas, y ambos
tipos de fibras con la NADH (Fig.102) y la SDH, pero focales. La perfusion a 4°C ocasiona las mismas
lesiones pero mas extensas, con afectacién de ambos tipos de fibras en las tinciones histoquimicas
(Fig.103 y 104). Con suero a 10°C las fibras musculares aparecen necrosadas, con depositos calcicos,
infiltrado inflamatorio y zonas de regeneracion focales (infarto en organizacion o evolucién} con las

tinciones de hematoxilina-eosina (Fig.105) y Masson, no observando alteraciones en el resto de técnicas.

3.- Microscopia Electrénica

A.- Misculo Estriado.

El  masculo que se ha extraido como muestra basal se  observa con
arquitectura normal, mitocondrias intrafibrilares y perinucleares, sarcOmeras, vasos con su célula
endotelial sin lesiones, algin hematie en su interior y membranas celulares intactas {3 000x) (Fig.106),

Los musculos  mantenidos en isquemia durante 3 horas presentan lesiones minimas. Los
perfundidos con suero a 20°C presentan cuerpos mielinoides o lipoideos, producto de la destruccion de

organulos celulares, y una perfecta conservacion dela sarcomera (20 000x) (Fig.110). En los
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perfundidos a 4°C aparecen vacuolizaciones mitocondriales y homogenizacién miofibrilar focal, con una
estructura hexagonal de actina-miosina conservada (12 000x) (Fig.112). Los mejor conservados son los
musculos irrigados con  suero a 10°C, en los que aparece la fibra muscular con glucégeno, un sistema
reticular sin  alteraciones, vasos sin lesiones y mitocondrias normales, aunque  algunas aparecen
hinchadas (20 000x) (Fig.111).

Con tiempos de isquemia de 4 horas, los misculos presentan gradoes de lesion diferentes. Los conejos
perfundidos con suero a 20°C presentan vasos normales y algin hematie extravasado ocasional, leve
edema intersticial y fibras musculares con una estructura hexagonal conservada, nicleo intacto y minima
dilatacion de la cisterna perinuclear y mitocondrias normales y otras rotas (7 000x) (Fig.113). En
los perfundidos a 4°C se observan lesiones graves, con la presencia de fibroblastos interfibrilares y
extravasacion de hematies, edema intersticial con haces de colageno separados, vasos sanguineos con
vesiculas de pinocitosis en su pared o colapsados y con pared endotelial rota, fibras musculares con
alteracion de la alineacidon de las sarcomeras sin rotura de la membrana nuclear, vacuolizacion del
reticulo endoplasmico y mitocondnas rotas o balonizadas, con cuerpos densos o estructuras laminares en
su interior (7 000x) (Fig.114).

Los nervios intramusculares presentan rarefaccion de la mielina, con células de Schwann
con su nucleo, cisternas  reticulares y abudantes mitocondrias (20 000x) (Fig.115). Con solucién
fisiologica a 10°C hallamos vasos sin alteraciones, fibras musculares con la presencia de granulos de
glucogeno, el sistema reticular y sarcomeras intactas (triada) (12 000x} (Fig.116) y (30 000x) (Fig.117),
el ndcleo con dilatacion dela cisterna perinuclear y mitocondrias bien conservadas (20 000x)
(Fig.118). Los nervios intramusculares tienen las vainas de mielina bien conservadas en capas, células
perineurales y de Schwann intactas (12 000x) (Fig.119).

Las muestras musculares mantenidas en isquemia durante 5 horas presentan lesiones variadas. Los
musculos perfundidos a 20°C presentan lesiones graves, como vesiculas de pinocitosis en la pared del
vaso, destruccion parcial dela célula endotelial (7 090x) (Fig.121), fibras musculares con edema
intersticial y algunas rotas, mitocondrias balonizadas y con cuerpos densos intramitocondriales, sistema
reticular dilatado y estructura hexagonal de actina-miosina conservada (20 000x) (Fig.120).

Los musculos perfundidos con solucion a 4°C presentan las lesiones mas graves, observandose un
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musculo  desestructurado, con  pérdidade la  alineacion  de las sarcomeras, fibroblastos
interfibrilares, mitocondrias balonizadas y rotas, sistema  reticular  hinchado y rot§ (7 000x)
(Fig.122), vasos conroturas endoteliales y cisterna perinuclear dilatada (7 000x) (Fig.107), vasos
colapsados y extravasacion de hematies (3 000x) (Fig.108 y 109). Los conejos con perfusion a 10°C
presentan lesiones musculares menos marcadas que en los casos anteriores, con fibras musculares
conservadas, las sarcomeras alineadas, hinchazén leve del reticulo endoplasmico, acimulos de
mitocondrias periféricos y mitocondrias intrafibrilares intactas (algunas con balonizacion), nucleo con
retraccion de la cisterna perinuclear y nucleolo intacto, vasos con pared nitida y con indentaciones,
hematies intravasculares y conservacién de la estructura en hexagono de actina-miosina (7 000x)
(Fig.123).

B.- Nervio Femoral.

Se han obtenido muestras del nervio femoral en los conejos mantenidos en isquemias de 4 y 5
horas.

En los nervios que han soportado 4 horas de isquemia a 20°C se observa la mielina rota, con
homogenizado de la misma y vacuolas en las células de Schwann (3 000x) (Fig.124). La perfusién con
suero a 4°C produce lesiones mas graves, con cambios degenerativos irreversibles y desestructuracion
total de las vainas de mielina (4 400x) (Fig.126). L.os nervios perfundidosa 10°C presentan lesiones
leves, con la mielina bien estructurada, cuerpos mielinoides y el nicleo celular sin alteraciones,
presencia de células de Schwann a su alrededor,con el reticulo endoplismico
rugoso, ribosomas y mitocondrias (algunas balonizadas) bien conservadas. Algin macréfago ocasional
(7 000x) (Fig.128).

En los nervios mantenidos durante 5 horas a 20°C se aprecian dehiscencias y desestructuracién de la
vaina de mielina, con cuerpos mielinoides, y células de Schwann vacuolizadas (3 000x) (Fig.125). Los
nervios que han soportado el suero a 4°C presentan las lesiones mas graves, con cambios degenerativos
irreversibles, vacuolizacién lipidica y  picnosis nuclear (12 000x) (Fig.127). Con suero a 10°C el
nervio femoral presenta lesiones leves, observandose la mielina conservada, con neurotiibulos interiores y
c¢élulas de Schwann con alteraciones inespecificas (vacuolas lipidicas). Algun fibroblasto aistado (7 000x)

(Fig.129).
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Fig.- 90, Musculo gastocnemio basal: hematoxilina-eosina (4x2,5x).
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Fig.- ‘H Miiscule gastroenemio basal: "v[nssu:rn {d4x2.5x}).
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Fig- 92. Miusculo gastrocnemio basal: ATP-asa pH 9.4, mostrando
los 2 tipos de fibra: tipo It claras v pequenas { '} ;
tipo I1: oscuras v grandes () (4x3.3x).

Fig.- 93, Musculo gastrocnemio basal: NADH, diferencianda los dos
tipos de fibra: tipo It oscuras y pequeiias (=), ¥
tipe I1: claras v grandes (—) (4x3,3x).

oy
L



Resultadas

e~ 04, Musculo sastrocnemio basal; SDIL, con los
fihra: tipo I: oscuras v pequedias (=0}, tipo II:
claras v grandes (—) (4x3,3x).

Fig.- 95, Misculo en isquemia de 3 h ¥  perfusién a 20°C:
hematoxilina-cosina. Presencia de un infiltrado  inMlamatorio
(%), calcificacitn aislada (~=), hasofilia
celular (77) v células rotas en regencracion () (10x4x).




A

Iig.- 96. Musculo en isquemia de 3 h ¥ suero a 4°C; Masson.
Depdsitos caleicos (=), infiltrade inflamatorio (%)
y célula muscular tefida () (20x2.5x).

~ Fig.- 97. Musculo en isquemiade3h y  perfusion a 10°C: NADH.
Fibras normales: tipo I () y tipo 11 (%) (10x4x),




- Mesuliadas

Fig.- 98, Muosculo ¢én isquemia de 4 h v suero a 20°C: Masson.
Lesinnes focales, con fagocitosis aiskadas (8), células
rotas (=) e inflltrado inflamatorin {7r}) (20x2.5x].

- = L J po
Fig.- 99, Misculo en isquemiaded4 h v  perfusiona 4°C: SDH.
Fibras con desorganizacion inter miofibrilar: tipo I (=) ¥ tipo 1T (=) (10x2,5x).
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/ R _ .
Fig.- 100. Musculo cn isqueminde4 h y suero a 10°C:
Fibras normales: tipo I (™) v tipo IT (2r) (dxdx).

Fig.- 101. Misculo en isquemia de 5 h ¥ sueroa 20°C:
hematoxilina-eosina. Lesiones mas intensas v generalizadas, con
fibras rotas (-¥), depasitos cilcicos (=),
infiltrado inflamatorio (%) v zonas de regeneracion (@) (10x4x).
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Fig.- 102, Musculo en ih‘l[i.ll‘l;lll'.{ de3h v sueroa20°C: NADII

Lesiones intensas de las fibras musculares, con vacunlas y rolas:
tipo L (=) ¥ tipo L1 (=) (2013 3x),

" ~ Fig.- 103, Musculo en isqm:rnizl_dw 5h y perfusion a 4°C: Masson,
Lesiones muy severas vy generalizadas, con fibras rotas o
necrosadas vy con vacuolas (#), depésitos cileicos () einfiltrado inflamatorio
{7£) (10x2,5x).
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Fig.~ 104, Musculo en isquemia de 5 hy pert’usin a 4°C: ATP-asa.
Fibras musculares con vacuolas y rotas, tipo 1 (#) v tipo I (=) (4x5x).

Fig.- 105. Musculo en isquemia de 5h y suero a 10°C:
hematoxilina-eosina. Presencia de fibras rotas (=),
depasitos caleicos (-=), infiltrado inflamatorio
{7%) v zonas de regeneracion (@) (10x3.3x).
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Fig.- 106, Musculo esquelético basal, con mitocondrias (#),
miofilamentos ordenados (~=), reticulo endoplismico y granulos
de glucdgeno entre las sarcdmeras (1)

v nlicleo periférico (=), Presencia
ile un vaso, con un hematie en su interior (=) y ¢l
micleo  de la célula endatelial periférico (4) (3 000x).

——ria o e e ST
Fig.- 107. Musculo de 5 h de isqguemia con suerv a 4°C: presencia

de un vaso con pared rota () v cisterna
perinuclear dilatada (=) (7 000x).
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Fig.- 108, Misculos en isquemia de 4 v 5 h perflundidos con suero
a 4°C: vaso colapsado con su pared rota (=) y
dilataciin de cisterna perinuclear (=); miusculo con

mitocondrias rotas o balonizadas (#) v

desorganizacion miofibrilar (—=) (3 000x).

S eeeee—
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Fig.- 109, Idem: hematies extravasados (=) (3 000x).
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Fig.- 110. Miisculo en isquemia de3 h y perfusion a 20°C.
Miofilamentos ordenados (=) y cuerpos mielinoides o lipoideos
{producto de destruccidn de organulos) (=) (20 000x).

——==

— - r—— - — =
Fig.- 111. Misculo en isquemia de3h perfundido a 10°C.
Miofilamentos ordenades con mitocondrias normales {(—)
¥ halomizadas (=}, glucogeno y el sistema reticular (3%) (20 000x).
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Fig.- 112, Misculo en isquemia de 3 h y perfusion a 4°C.

Fresencia de mitecondrias normales (=2), hinchadas v con

vacuolas (=) v rotas (=); vacuolizacidn v homogenizacion
mi_u_ﬁhrﬂiE focal (<¢) (12 000x).

Fig.- 113. Musculo en ﬁmmiﬂ dedh y perfusiin 2 20°C, Fibra muscular
con mitocondrias bien conservadas (#) y alguna halonizada o rota (=) vy
dilatacion de la cisterna perinuclear (=); vaso con un hematic en su interior (%)
y celula endotelial con dilatacién incipiente de la cisterna perinuclear (=2).
Leve edema interticial (%) (7 000x).



Reasultadns

Fig.- 114. Misculo en isquemia de 4 h v perfusién a 4°C. Fibra
muscular con mitocondrias vaculizadas o rotas (2), leve dilatacion
del reticulo endoplasmitico (7%) v mioeitos alineados (—=); vasn con

vesiculas de pinocitosis en la pared (=), y un
fibroblasto ( =) (7 000x).

T A S s
Fig.- 115. Idem. Nervio inframuscular con vaina de mielina
alterada (=) y célula de Schwann con su niclen (03) (20 000x).
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Fig.- 116. Miusculo en {squemia de 4 h y perfusion a 10°C. Fibra
muscular con mitocondrias bien conservadas (=), dilatacidn del sistemsa
reticular y glucigeno (<) (12 000x).

Fig.- 117. Tdem. Presencia de una sarcémera (—),

linea Z (=), banda I (=), banda A (-), banda H (p).

banda M (8) y su sistema reticular (formando una triada
en la porcion externoa) v granulos de glucdgeno () (30 000x),

-



==
Fig.- 118, Idem. Fibra muscular con acimulo de mitocondrias
normales perinucleares (=*) v dilataclon de la clsterna
perinuclear (=) (20 000x).

T =
Fig.- 119, Idem. Nervie intramuscular con vaina de mielina bien
conservada (=) y célula de Schwann con su nicleo (#) (50 000x).



e Revuliados

F‘ig‘-m Musculo en isquemia de S h v perfusion a 20°C. Corte
transversal, con Ia imagen hexagonal de los filamentos de acting
y miosina (=), sistema reticular con minima dilatacion (#)

y mitocondrias balonizadas (vr) y alguna bien conservada (=) (20 00Ux).

= = - = —_—
Fig.- 121. Idem. Fibra muscular eon mitocondrias balonizadas o
rotas (=) y sistema reticular con leve dilatacidn (%) ; vaso sanguineo
con destruccidn parcial de Ta pared endotelial (%) y vesiculas de pinocitosis (=) (7 000x).
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Fig.- 122. Misculo en isquemia de 5 h v perfusién a 4°C. Fibiras
musculares rotas (7r), mitocondrias halonizadas ¥ rotas (==} y un
fibroblasto (=») (7 000x).

_—

Fig.- 123, Miisculo en isquemia de 5 h y perfusién a 10°C. Fibras
musculares con retraccién de la cisterna perinuclear (=),
mitocondrias bien conservadas (=) y otras halomizadas (#);

vaso sangmineo con indentaciones en la pared (%) (7 000x).
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Fig.- 124, Muasculo cn isquemia de 4 h v perfusion a 20°C. Nervio
femoral: homogenizado de la vaina de mielina (<2) v vacuolas
en las células de  Schwann (=) (3 000x).

eSS S L
Fig.- 125. Musculo en isquemia de 5 h y perfusién a 20°C. Nervio
femoral: dehiscencia v desestructuracion de la vaina de mielina
(=) y vacuolizacién de las células de Schwann (=) (3 000x).
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Fig.- 126. Musculo en isquemia de 4 h y perfusion a 4°C. Nervio
femoral: camblos degenerativos irreversibles (4 400x),
——===

Fig.- 127, Misculo en isquemia de 5 h v perfusién a 4°C. Nervio
femoral: cambios degenerativos irreversibles. con homogenizado de
ia vaina de miclina (=), picnosis nuclear (=) v vacuolizacién
lipidica de las células de Schwann (%) (12 000x).
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Fig.- 128, Misculo en isquemia de 4 h y perfusién a 10°C. Nervio
femoral: vaina de mielina conservada (=) y célula de
Schwann normal (#) (7 000x).

Fig.- 129, Muscule en isquemia de 5 h v perfusion a 10°C. Nervio
femoral: vaina de mielina conservada (=) y wvacuolas
fipidicas cn fibras amiclinicas (#) (7 000x).
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D.- Nucleétidos de Adenina: estudio con Cromatografia Liquida

Al someter a una extremidad a isquemia, con independencia del tiempe transcurrido, se produce
siempre una disminuciondel ATP y PCr, con aumento de AMP, ADP y Pi. Cuanto menor sea el tiempo
de isquemia menor seran las alteraciones y se producira una mejor recuperacién de los distintos valores.
Con perfusion a 20°C, los tiempos de isquemia mds cortos producen menores varaciones, siendo mas
manifiestas con tiempos de isquemia de 5 horas, con incapacidad para recuperar los valores del
ATP, Tabla XXII. La perfusién con suero a 10°C induce las menores variaciones en los valores de los
fosfatos con recuperacion del ATP, incluso, en isquemnias de 5 horas, Tabla XXIII. La perfusion con
suero a 4°C manifiesta un comportamiento inverso al suero a 20°C, con incapacidad para recuperar los
valores finales del periodo de isquemia de 3 horas, no asi en las isquemias de 4 y 5 horas, en
donde presenta unos valores a la semana del experimento superiores a los finales de la isquemia, Tabla
XXIV.

Se¢ toman como valores de referencia o basales los valores de los fosfatos hallados al final de cada
tiempo de isquemia, para compararlos con los valores que presentan a la semana del experimento.

Se ha hecho de esta manera para evitar, si se obtenian muestras basales al inicio de! experimento, que
influyeranen la  serologia y enla histoquimica, alterdndolas (como se  demostro en los
conejos utifizados para mejor la técnica).

El AMP presenta unos valores al final de los tiempos de isquemia que oscilan entre 2674,98 y 117,85
pmol, con una media total en dicho momento de 1199,96 pmol. La media total es de 1186,33 +/-
113,09 pmol; para la perfusion con suero a 4°C es una media total de 1274,72 pmol, para suerosa 10°C
es de 1501,07 pmo! y para sueros a 20°C es de 783,22 +/- 195,87 pmol, Fig.142.

Con tiempos de isquemia de 3 horas y perfusién a 20°C se produce un ascenso de sus valores desde
385,21 +/- 172 hasta 726,78 +/- 275,91 pmol, Fig.130 y 139; al igual que ocurre con la perfusion a 4°C,
con una menor elevacién, desde 814,91 +/- 714,96 hasta 892,91 +/- 225,64 pmol, Fig.136 y 139. Al
perfundir con suero a 10°C se produce una disminucion de sus valores desde 1991,56 +/- 631,68 hasta
1800 +/- 265,55 pmol, Fig.133 y 139, Con tiempos de isquemia de 4 horas se produce una disminucién

del AMP con los tres métodos de perfusion, entre la cifra del final de la isquemia y la obtenida a la
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semana. Con suero a 20°C se produce un descenso desde 686,28 +/- 329,36 hasta 442,15 +/- 2272 pmol,
Fig.131 y 140. Con suero a 10°C hay una caida desde 1413,05 +/- 1064,76 hasta 1289,76 +/- 388 pmol,
Fig.134 y 140. Y con suero a 4°C hay un descenso desde 1430,91 +/- 1216,48 hasta 1164,35 +/-
1119,54 pmol, Fig.137 y 140. Al mantener la extremidad 5 horas en isquemia y con  perfusion a 26°C
se produce un ascenso de los valores desde 1214,75 +/- 832,92 hasta 1244,13 +/- 1075,5 pmol, Fig.132 y
141; al igual que con suero a 10°C, que aumenta desde 1083,22 +/- 53724 hasta 1428,82 +/-
591,86 pmol, Fig.135y 141. Con la perfusién a 4°C se observa una disminucién del AMP desde 779,71
+/- 334,65 hasta 1565,51 +/- 360,63 pmol, Fig.138 y 141.

Tomados todos los valores de AMP en conjunto podemos ver como con ¢l suero a 10°C los valores
iniciales y finales son similares o superpuestos, hay una disminucién de los valores obtenidos a la
semana, con respecto a los conseguidos al finalizar el periodo de isquemna, al utilizar suero a 4°C y
elevacion de esos mismos valores si perfundimos con suero a 20°C, Fig.142.

Mediante el analisis de la varianza apreciamos una relacion significativa (p<0,05) con respecto
a la temperatura, no influyendo el momento de la toma ni el tiempo de isquemia, Tabla XXV vy
XXVI Mediante el test de Kruskal-Wallis se  observa una relaciéon muy significativa
{p<0,007) con respecto a la temperatura de perfusidn y poco significativa (p<0,7) con respecto al tiempo
de isquemnia, Tabla XXVII.

El ADP ofrece unos valores al final de los tiempos de isquemia que oscilan entre 2090,57 y 17,43
pmol, con una media total en ese momento de 576,57 +/- 86,79 pmol. La media total es de 569,17 +/-
62,43 pmol; para la perfusion con suero a 4°C es de 755,56 pmol, con suero a 10°C ¢s de 576,29 pmol, y
con suero a 20°C es de 375,64 +/- 108,13 pmol, Fig.146.

Al someter la extremidad a 3 horas de isquemia y perfusién con sueroa 20°C y 4°C se produce un
ascenso de sus valores a la semana de la isquemia. Con suero a 20°C es desde 223,14 +/- 192,58 hasta
379,64 +/- 366,05 pmol, Fig.130 y 143; con suero a 4°C es desde 302,96 +/- 274,06 hasta 1013,96 +/-
281,56 pmol, Fig.136 y 143. Con suero a 10°C hay un descenso de sus valores finales de isquemia,
717,69 +/- 152,37 pmol, con respecto a los obtenidos a la semana del experimento,284,34 +/- 174,58
pmol, Fig.133 y 143. Con tiempos de isquemia de 4 horas ocurre el mismo comportamiento. Con suero

a 20°C hay un ascenso desde 85,82 +/- 14,48 hasta 302,14 +/- 248,53 pmol, Fig.131 y 144, y con suero a
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4°C hay un aumento desde 529,15 +/- 262,37 hasta 768,14 +/- 110,89 pmol, Fig.137 y 144. Utilizando
suero a 10°C se produce un descenso desde 681,96 +/- 66,93 hasta 495,99 +/- 198,12 pmol, Fig.134 y
144. Al mantener la extremidad en isquemia de 5 horas se produce un descenso de los valores, con
respecto a Jos iniciales la semana, con los tres tipos de perfusion. Con suero a 20°C es desde 870,07 +/-
864,88 hasta 393,06 +/- 219,07 pmol, Fig.132y 145. Con suero a 10°C es desde 676,25 +/- 236,12 hasta
601,54 +/- 338,78 pmol, Fig.135 y 145.Y con suero a 4°C hay un descenso desde 1102,09 +/- 904,36
hasta 817,05 +/- 542,93 pmol, Fig.138 y 145,

Al tomar todos los valores de ADP en conjunto observamos como con la perfusién con suero a 10°C se
produce una disminucion importante de los valores obtenidos a la semana con respecto a los conseguidos
al final de la isquemia, al igual que al utilizar suero a 20°C, pero su descenso es mucho menor. La
utilizacion de suero a 4°C produce un ascenso de los valores de ADP a la semana del experimento,
Fig.146.

Mediante el anilisis de la varianza obtenemos una relacion significativa (p<0,07) con respecto a la
temperatura y una relacién significativa (p<0,08) teniendo en cuenta el momento de la toma, el tiempo de
isquemia y la temperatura de perfusién, Tabla XXVIII y XXIX. Utilizando el test de Kruskal-Wallis se
aprecia una relaciéon muy significativa (p<0,003) con respecto a la temperatura de perfusion y casi
significativa {(p<0,1) con respecto al tiempo de isquemia, Tabla XXX.

Los valores de ATP varian al final de los periodos de isquemia entre 14931,3 y 48,8 pmol, con una
media total para dichos periodos de 2376,87 +/- 538,74 pmol. La media total es de 2662,11 +/- 572,3
pmol; para la perfusion con suero a 4°C es de 1160,61 pmol; para ¢l suero a 10°C es de 5668,12
pmol, y para suero a 20°C es de 1157,61 +/- 991,26 pmol, Fig.150.

Los periodos de isquemia de 3 horas y perfusién a 20°C y 10°C presentan una elevacién de sus cifras
de ATP al cabo de una semana, apreciando un descenso al utilizar suero a 4°C. Con suero a 20°C aumenta
desde 557,92 +/- 567,56 hasta 256949 +/- 3821,97 pmol, Fig.130 y 147;con suero a 10°C
aumenta desde 8803,73 +/- 6608,66 hasta 9530,49 +/- 5103,79 pmol, Fig.133 y 147; con suero a 4°C hay
un descenso desde 1455,58 +/- 1590,54 hasta 1207,84 +/- 1278,03 pmol, Fig.136 y 147. Al provocar
isquemias de 4 y 5 horas observamos como la perfusion con suero a 10°C y 4°C presentan un aumento de

los valores del ATP a la semana del experimento y se aprecia una disminucion al utilizar suero a  20°C.
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Con isquemias de 4 horas y perfusidn a 20°C hay una caida desde 228,53 +/- 69,47 hasta 183,785 +/-
100,39 pmol, Fig.131 y 148. Con suero a 10°C aumenta desde 4496,38 +/- 4363,5 hasta 6811,63 +/- 7526
pmol, Fig.134 y 148 El suero a 4°C produce un aumento desde 686,06 +/- 411,62 hasta 1034,13 +/-
186,5 pmol, Fig.137 y 148. Con isquemia de 5 horas y utilizando suero a 20°C para la perfusion hay un
descenso desde 2450,87 +/- 1890,45 hasta 955,05 +/- 829,9 pmol, Fig.132 y 149. Con suero a 10°C hay
un aumento desde 1558,77 +/- 812,23 hasta 2807,73 +/- 1470,51 pmol, Fig.135 y 149 E! suero a 4°C
produce un ascenso de los valores desde 1154 +/- 744,73 hasta 1426,04 +/- 791,07 pmol, Fig.138 y 149.

Al tomar en conjunto todos los valores de ATP observamos que con la  perfusion a 10°C se producen
los mayores ascensos de ATP, al cabo de una semana, con un menor ascenso para las extremidades
perfundidas con suero a 20°C y el menor aumento, aunque préximo al anterior, se produce al utilizar
sueros a 4°C, Fig.150.

En el analisis de la varianza observamos una relacion muy significativa (p<0,006) con respecto a la
temperatura de perfusion, sin influir el momento de la toma ni €l tiempo de isquemia, Tabla XXXI y
XXXII. En el test de Kruskal-Wallis hay una relacion muy significativa (p<0,00003) conla
temperatura de perfusién y casi significativa (p<0,5) con el tiempo de isquemia, Tabla XXXII1

Al relacionar todas las mediciones obtenidas a la semana del experimento, comprobamos como la
perfusién con suero a 10°C mantiene los valores del AMP, reduce los valores del ADP y aumenta de
manera espectacular los valores del ATP, por la utilizacion del AMP y del ADP en la produccion del
ATP. La utilizacién de sueros a 20°C induce una elevacién de los valores del AMP, una disminucidon del
ADP yuna moderada elevacion del ATP, por una menor disponibilidad de AMP vy
ADP. Utilizando sueros a 4°C se aprecia una disminucion de los valores del AMP después de una
semana de la isquemia, con aumentos del ADP y un minima elevacion del ATP, por un defecto en la

capacidad de utilizar el AMP y el ADP para producir ATP, Fig.142,146 y 150.

177



Resultades

TABLA - XXII: NUCLEOTIDOS DE ADENINA MEDIANTE HPLC (VALORES
OBTENIDOS A UNA TEMPERATURA DE 20° C, +/- 1° ()

NUCLEOTIDOS DE ADENINA MEDIANTE HPLC
Tiempo AMP ADP ATP
| pmol % [ pmol o pmol o
C5 Basal | 564,258 51,91 120,438 11,08 354,577 45,88
| Fimal } 498712 4588 ) 164,027 1509 J 383491 3528 |
3h C6 Basal} 371816 62,43 103,693 17.41 120,046 20,16
.. Final | 648,152 55,73 | 172,602 1484 1342316 29,43
C16 Basal | 215,584 10,03 445 31} 20,28 1199,143 65,47
Final ] 1033,477 9,65 802,3¢1 7,04 6982.662 77,03
C8 Basal§ 569,056 59,25 102,263 10,65 289 169 30,11
Final | 704008 7249 | 135,260 1393 | 131,921 13,58
4h C10 Basal | 1058224 76,56 80,232 580 243 117 [7.63
... Fimal § 297,225 4949 | 183,387 3054 | 119932 19,97
C11 Basal | 431,570 65,46 74,967 11,37 152,721 23,17
Final 325,236 26,82 587,783 48,48 299502 24,70
C9 Basal | 1790584 76,24 139,941 596 418,006 17,80
o Finalr_ 234[ 069 71,76 166,809 5,54 1502823 1 6,70 77J
Sh C25 Basal | 1393979 21,07 | 1825226 2519 § 2778527 42,14
_ Final [ 1199932 4848 | 408227 1501 | 449493 2108 |
C29 Basal | 259,694 3,51 645,043 929 4156090 67,01
Final 191,414 394 604,170 13,43 1912849 4725

Cn: Nitmero de conejo utilizado,
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NUCLEOTIDOS DE ADENINA (HPLC)A 20° C
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TABLA - XXIiI: NUCLEOTIDOS DE ADENINA MEDIANTE HPLC
(VALORES OBTENIDOS A UNA TEMPERATURADE 10° C,+/-1° ()

NUCLEOTIDOS DE ADENINA MEDIANTE HPLC

Tiempo AMP ADP ATP

pmol % pmol % | pmol %
C12 Basal | 2674982 1442 860,743 464 149313 80,49
___Final 12038,700 1099 | 245,141 1,12 7137208 8651

3h | Cl4 Bual {1420095 1061 | 557446 3,85 967874 8442
Final } 1513.966 1038 | 132,693 066 [110242 8870

—— .

C20 Basal | 1870,617 3842 734,900 14,21 1801,16 43,17
Finnl | 1847354 2569 | 475,199 6,05 3846,49 62,57

C13 Basal ] 1431,164 1027 | 684,735 4,63 9325,38 78,60
Final | 1618,682 782 | 300,008 1,27 | 152229 86,23

4h | CI5 Busal | 339345 676 | 747463 1489 [3327,19 66,28
_ Final | 801861 1149 | 696,194 877 |449785 7061
C23 Basal {2468,648 5957 [ 613,682 1377 [ 83659 2326

Final | 1388,762 43,35 | 491,772 14,15 | 714,187 2597

C26 Basal | 1673,172 42,78 | 875,066 23,16 | 826443 23,59
| Final | 1822185 4659 | 270,102 796 | 1240,89 3542

Sh [ C28 Basal [ 622,116 1638 | 415262 14,07 |243238 49,75
Final | 748,144 1247 | 587309 10,74 | 302446 6186

C30 Basal | 954372 2519 | 738435 2021 1417,5 42,66
Final | 1716,143 2031 947,232 11,61 | 415786 56,65

Cn: Numero de conejo utilizado,
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NUCLEOTIDOS DE ADENINA (HPLC)A 10° C
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TABLA - XXIV: NUCLEOTIDOS DE ADENINA MEDIANTE HPLC
(VALORES OBTENIDOS A UNA TEMPERATURA DE 4° C,+/-1°C)

NUCLEOTIDOS DE ADENINA MEDIANTE HPLC
- |
Tiempo AMP ADP ATP

p mol o, p mel [ pmol %

[ C17 Basal | 117856 6402 17434 947 [ 48803 2651
Firal } 634,496 2439 | 961970 38,22 | 328,688 15,72 ,

3h || CE9 Basal | 1546531 2628 | 327536 4,93 | 3181499 6335
Find | 993,332 1165 | 1317,907 16,15 | 2673909 36,10

C2]1 Basl 780362 23,11 ] 563,912 1574 ] 1136439 39,83
Final 1050926 3327 | 762,028 2500 | 620,924 20737

C18 Bawi | 215285 7,05 | 770033 26,11 | 732521 3054

. Fiaal ] 128391 4,10 | 824799 29,60 | 848852 3739
4h [ C22 Basal | 2648249 5591 | 567,837 11,08 | 1072486 26,19
Final | 1012661 25281 640364 15,09 | 1221,828 3588

C24 Bawl 1429217 74,53 ) 249586 11,10 J 253,184 1126
Final 2352006 4720 ] 839273 17,39 | 103),721 23,25

C27 Baal | 1653650 4040} 899499 22,75 | 823,019 2244
Final | 1696509 3387 | 514961 10,51 | 1182,174 26,65

Sh | €31 Baal | 1526408 53,14 | 316210 9,17 | 632,147 2408
Final | 1157690 3634 | 492,348 14,30 | 785,620 28,84

C32 Basal | 2155097 2931 | 2090,579 29,61 | 2006,859 3108
Final | 1842341 2501 ]1443,848 20,45 | 2310,342 35,78

Cn: Numers de conejo utilizade.
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NUCLEOTIDOS DE ADENINA (HPLC)A4° C
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Resultados

TABLA —~ XXV Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida
Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia
Fuente 1ipo i1 gl cuadratica F Sig._} centralidad observada®
AMP 10019,335 1 10019,335 | 049 | 827 ,049 ,065
AMP *
TIEMPO 229861,999 2 | 114930,999 | 565 | 578 1,130 ,129
AMP * TP1 79608,368 2 39803,184 | /196 | 824 391 ,078
AMP *
TIEMPO * 387740,651 4 896935,163 | 476 | ,753 1,908 137
TP1
Error{AMP) | 3662032 723 18 | 203446 262
a. Calculado con aifa = ,05
TABLA — XXVI:Pruebas de los efectos inter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio
Suma de Parametro
cuadrados tipe Media de no Potencia
Fuente " gt cuadratica F Sig. | ceniralidad | observada®
intercept | 37999804,833 1 | 37999804,833 | 110,044 | 000 110,044 1,000
TIEMPO 542592 869 2 271296,435 786 | 471 1,571 163
TP1 2424352,753 2 1212176,376 3,510 | ,052 7,021 579
TIF;J:PO 2076033,118 4 518008,280 1,503 | 243 8,012 371
Error 6215636,493 | 18 345313,138

a. Calculado con alfa = ,05
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TABLA- XXVII: TEST DE KRUSKAL-WALLIS DE AMP

1.- TEMPERATURA

TEMPERATURA MUESTRA
4°C 18
10°C 18
20°C 18

Nivel de Significacidn: 0,0076

2.- TIEMPO

TIEMPO MUESTRA
3h 9
FINAL 27
4h 9
5h 9

Nivel de Significacién: 0,76

RANGO

29.16

34.72

18.61

RANGO

24.11

27.66

26.11

3177
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Resultados

TABLA — XXVIII: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida
Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia

Fuente tipo Il gl cuadratica F Sig. | centraiidad | observada®
ADP 2959.423 1 1 2959,423 ,035 | ,853 ,035 054
ADP *

TIEMPO 477635,917 2 | 238817959 | 2,862 | 083 5,724 ,490
ADP* TP1 464388,792 2 | 232194396 { 2,783 | ,089 5,565 478
ADP *

TIEMPO * 811030,939 4 | 202757,735 | 2,430 | ,085 9,720 575
TP1

Error(ADP) 1501972,157 18 83442 898

a. Calculado con alfa = 05
TABLA - XXIX: Pruebas de los efectos inter-sujetos
Medida:
Variable transformada; Promedio
Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia

 Fuente tipo I gl cuadratica F Sig. centralidad | observada®
Intercept | 8746776,323 1 8746776,323 | 83,115 | 000 83,115 1,000
TIEMPO 409991,934 2 204995 967 1,948 | 171 3,896 350
TP1 650189897 2 325094,849 3,086 1 070 6,178 522
TEMPO | 118721800 | 4 | 20680452 | 282 | 886 1,128 098
Error 1894259.074 | 18 | 105236615

a. Calculado con alfa = ,05
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TABLA- XXX: TEST DE KRUSKAL-WALLIS DE ADP

1.- TEMPERATURA

TEMPERATURA MUESTRA RANGO
4°C 18 34.55
10°C 18 30.22
20°C 18 17.72

Nivel de Significacion: 0,0038

2.- TIEMPO

TIEMPO MUESTRA RANGO
3h 9 21.33
FINAL 27 28.33
4h 9 22.66
5h 9 36.00

Nivel de Significacién: 0,17
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TABLA — XXXI:Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida
Suma de Parametro
cuadrados tipo Media de no Potencia

Fuente 1l gl cuadrética F Sig. | centralidad | observada®

ATP 4393583,097 1 4393583,097 | 2,866 | 108 2,866 ,361
ATP*

TIEMPO 2136715,138 2 | 1068357569 B97 | 511 1,394 ,149
ATP " TP1 4992921,006 2 | 2496460,503 | 1,628 | 224 3,256 298
ATP*

.']I_”:E‘MPO * 9463130,676 4 | 2365782669 | 1,543 | 232 6,172 ,381
Error(ATP) | _27598636,252 18 | 1533257,570

a. Calculado con alfa = 05
TABLA — XXXII; Pruebas de los efectos inter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio ) .
Suma de Parametro
cuadrados tipo Media de no Potencia

Fuente 1] gl cuadratica F Sig. | centralidad | observada®
Intercept | 191345356,305 1 191345356,305 | 21,637 | ,000 21,637 992
TIEMPO 26114889,682 2 13057444 841 1,477 § 255 2,953 274
TP1 121987425,341 2 60993742 670 6,897 | 008 13,794 872
TEMPO | 51550103501 | 4 | 12889798375 | 1458 | 256 5,830 361
Error 159181827,786 | 18 5843434 878

a. Calcuiado con alfa = ,05
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TABLA- XXXIII: TEST DE KRUSKAL-WALLIS DE ATP

1.- TEMPERATURA

TEMPERATURA MUESTRA RANGO
4°C 18 24.22
10°C 18 40.72
20°C 18 17.55

Nivel de Significacion: 0,000032

2.- TIEMPO

TIEMPO MUESTRA RANGO
3h 9 28.11
FINAL 27 28.66
4h 9 21.00
5h 9 29.88

Nivel de Significacion: 0,59
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Resultados

E.- Nuclebtidos de Adenina: estudio con Resonancia Magnética

Los resultados obtenidos estdn representados en graficos, desde la Fig.151 hasta la Fig.170.

Las dos primeras figuras son la representacién, mediante de la resonancia magnética, de los fosfatos
ricos en energia del musculo gastrocnemio: el medial, Fig.151, y el lateral, Fig.152. En ambos se aprecian
los tres picos del ATP: pico beta (entre -10 y -20 ppm), el alfa (entre -5y -10 ppm) y el gamma (entre 0
y -5 ppm), el pico de PCr, que se toma como referencia (en 0 ppm) y el pico del Pi y los compuestos
PME y PDE (entre +5 y +10 ppm).

Para el estudio del ATP, el pico beta nos servird de referencia principal para observar su presencia
o ausencia, ya que los picos alfa y gamma del ATP se superponen a los picos alfa y beta del ADP, y a los
picos de otros compuestos, entre ellos el DAN.

Al finalizar el periodo de isquemia de 3 horas, los musculos gastrocnemios mediales presentan una
importante depleccion del ATP (pico beta disminuido), ausencia de PCr y aumento del Pi y
los compuestos PME y PDE, con los tres métodos de perfusion, Fig.153,155y 157, con mejor
recuperacién del ATP a la semana con sueros a 20°C, Fig.154, y 10°C, Fig.156, y una menor
recuperacion con sueros a 4°C, Fig.158. Después de haber mantenido tiempos de isquemia de 4 horas
apreciamos un descenso importante del ATP al perfundir con sueros a 20°C, Fig.159, y a 4°C, Fig.163,
con menor pérdida con suero a 10°C, Fig.161. La pérdida del PCr y el aumento del Pi es similar, con
mayor aumento de los PME y PDE al utilizar sueros a 4°C y 20°C. La recuperacion del ATP a la semana
se produce en los tres grupos de perfusion, siendo minima al perfundir con suero a 20°C y persistencia
de los PME y PDE, Fig.160, y una recuperacion franca del ATP al utilizar sueros a 10°C, Fig.162, y 4°C,
en donde pesisten los compuestos PME y PDE, Fig.164. Al someter una extremidad a 5 horas de
isquemia se producen las mayores alteraciones en los compuestos ricos en fosfatos y una menor
recuperacién del ATP que con tiempos inferiores. Con suero a 20°C se aprecian los tres picos del ATP,
aumento del Pi y un gran aumento de los PME y PDE, Fig.165. El suero perfundido a 4°C presenta un
grafico con ausencia de pico  beta del ATP valorable y aumento del Pi y PME y PDE, Fig.169. Con
suero a 10°C los 3 picos del ATP estan disminuidos pero son apreciables, ausencia de PCr y aumentos
del Pi y PME yPDE, Fig.167. A la semana, en la extremidad perfundida con suero a 20°C no se

aprecian picos valorables de ATP y PCr (posibles pico betaa -8 ppm, gamma a -7 ppm y alfa a -2
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ppm, con PCr en 0 ppm), con persistencia del Pi y gran cantidad de PME y PDE, Fig.166. Con suero a
4°C aparecen los tres picos del ATP, persistencia de Pi y PME y PDE, Fig.170. La extremidad
perfundida con suero a 10°C presenta la mejor recuperacion del ATP, con sus tres picos claros,
presencia de PCr, con persistencia de Pi y menor de PME y PDE, Fig.168.

Con los resultados graficos obtenidos con la RMN se puede apreciar que la perfusion con suero a
10°C  produce menores alteraciones y una mejor recuperacidn de los compuestos ricos en
fosfato, en comparacion con la perfusion realizada con sueros a 4°C y 20°C.

Si comparamos los resultados cuantificados obtenidos mediante HPLC y los resultados graficos
conseguidos mediante ]a RMN, podemos comprobar que son muy parecidos o similares. En ambos, la
perfusion medianiela técnica de la hipotermia intermedia, suero a 10°C, consigue los mejores
resultados, con un comportamiento de los musculos perfundidos con suero a 20°C y 4°C
muy parecido, con resultados algo superiores al utilizar suero a 20°C en tiempos de isquemia de 3 horas,

pero se invierte con periodos de isquemia de 4 y 5 horas, teniendo leve predominio el suero a 4°C.
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F.- Respuesta Neuromuscular

La respuesta ncuromuscular se ha obtenido utilizando un Tof-Guard INMT y registrando la
contracciéon del musculo tibial anterior y/o el musculo extensor largo de los dedos. Al perfundir con
suero a 20°C se pierde capacidad contractil del misculo cuanto mayor sea el iempo de isquermia, Tabla
XXXIV.Con la utilizacion de suero a 10°C se observa una disminucién del poder contractil
muscular, pero con una mayor respuesta que la utilizacion de sueros a 4°C y 20°C, Tabla XXXV, Con
suero a 4°C el comportamiento es parecido a la perfusion con suero a 20°C, disminuyendo la
contractilidad segun sea mayor ¢l tiempo de isquermnia, Tabla XXXVI.

Con 10 mA se obtiene una estimulacion basal media de un 48,7 %; con la perfusién a 4°C hay una
respuesta media total del 25,55%, con suerc a 10°C del 30,27% y con suero a 20°C del 25,41 +/- 1,41%,
Fig.187.

Con tiempos de isquemia de 3 horas y perfusion a 20°C se aprecia un descenso desde el 50 +/- 5%
hasta el 25 +/- 5% al final de 1a isquemia, permaneciendo igual al revascularizar, Fig.171,182 y 183. Con
suero a 10°C hay un descenso desde el 51,66 +/- 2,88% hasta el 23,33 +/- 2,88% y asccenso a los 30
minutos de revascularizar hasta el 26,66 +/- 5,77%, Fig.174,181 y 183. El suero a 4°C produce una caida
desde el 50 +/- §,66% hasta el 21,66 +/- 2,88%, con ascenso al revascularizar al 23,33 +/- 2. 88%,
Fig.177,180 y 183. A la semana, hay un ascenso con las tres perfusiones, hasta el 35 +/- 5% con suero a
20°C, Fig.171,182 y 183, hasta el 50% con suero a 10°C, Fig.174,181 y 183, y hasta el 33,33 +i-
11,54% con suero a 4°C, Fig.177,180 y 183. La isquemia de 4 horas produce mayores disminuciones de
la respuesta muscular, con suero a 20°C hay un descenso desde el 48,33 +/- 5,77% hasta el 11,66 +/-
2,88% al final de la isquemia y ascenso ligero hasta el 13,33 +/- 2,88% al revascularizar, Fig.172,182 y
184 con suero a 10°C se produce el mayor descenso, desde 55 +/- 5% hasta el 8,33 +/- 2,88% vy ligera
recuperacion hasta el 11,66 +/- 2,88% al revascularizar, Fig.175,181 y 184; la perfusién con suero a 4°C
produce una disminucién desde el 46,66 +/- 5,77% hasta el 13,33 +/- 5,77% y aumento posterior hasta
18,33 +/- 7,63%, Fig.178,180 y 184. A la semana, con suero a 20°C se recupera hasta el 23,33 +/-
5,77%, Fig.172,182 y 184; con suero a 10°C se produce la mayor recuperacién, hasta el 46,66 +/-

5,77%, Fig.175,181 y 1841; la perfusion con suero a 4°C hasta el 26,66 +/- 5,77%, Fig.178,180 y 184. La
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isquemia de S5 horas produce los mayores descensos en los valores obtenidos y las menores
recuperaciones. Con suero a 20°C hay una disminucién desde el 43,33 +/- 16,07% hasta el 5%, con
aumento al 8,33 +/- 7,63% al revascularizar y al 16,66 +/- 7,63% a la semana, Fig.173,182 y 185 con
suero a 10°C hay un descenso desde el 46,66 +/- 7,63% hasta el 10 +/- 5%, con nueva disminucion al
revascularizar hasta el 6,66 +/- 2,88% y elevacion hasta el 26,66 +/- 2,88% a la semana, Fig.176,181 y
185; la perfusién con suero a 4°C provoca un descenso desde el 46,66 +/- 5,77% hasta el 5%, con minima
recuperacion hasta el 6,66 +/- 2,88% al revascularizar y aumento al 15% a la semana de la isquemia,
Fig.179,180 y 185.

Las medias totales, tomadas por tiempos de isquemia y por temperaturas de perfusién, se describen en
las Fig.186 y 187.

Al estudiar los tiempos de isquemia apreciamos que la mejor recuperacion se produce con tiempos de 3
horas, menor con 4 horas y mucho menor recuperacion con 5 horas de isquemia, Fig.186.

Si tenemos en cuenta las temperaturas de perfusion observamos que ¢l suero a 10°C presenta la
mejor recuperacion, siendo la misma al perfundir con suero a 20°C y 4°C, Fig.187.

En el estudio estadistico existe una relaciéon muy significativa (p<0,0001) entre el momento de la
medida y el tiempo de isquemiay ¢l momento y la temperatura de perfusion, muy significativa
(p<0,0001) respecto al tiempo de isquernia y significativa (p<0,04) en relacién a la temperatura,
Tabla XXXVII y XXXVIIL Conlos contrastes multivariados hay mayor relacién  significativa
(p<0,0001) entre el momento y la tempertura que entre el momento y el tiempo (p<0,005). Con el test
de Kruskal-Wallis es significativa (p<0,08) la interaccion entre el tiempo y la temperatura.

La estimulacién con 20 mA presenta un valor basal medio de un 72,59 +/- 1,11%, conla perfusién a
4°C hay una respuesta media total del 46,52%, con sueroa 10°C del 49,58% y con suero a 20°C del
50,41 +/- 2%, Fig.195.

Con tiempo de isquemia de 3 horasy perfusion a 20°C se produce un descenso desde el 73,33 +/-
2,88% hastael 51,66 +/- 5,77%, con un nuevo descenso al revascularizar hasta el 48,33 +/- 2 88%,
Fig.171 ,190 y 191. Con suero a 10°C hay un descenso desde el 71,66 +/- 2,88% hasta el 38,33 +/-
7,6%, aumentando al revascularizar hasta el 41,66 +/- 5,77%, Fig.174,189 y 191. El suero a 4°C

origina un descenso desde el 56,66 +/- 5,77% hasta el 45 +/- 8,66%, elevandose al revascularizar hasta
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el 51,66 +/- 10,4%, Fig.177,188 y 191. A la semana hay un ascenso de todos los valeres, con  suero a
20°C se produce la menor recuperacion, al 50%, Fig.171,19¢ y 191; con suero a 10°C encontrarnos
fa mejor recuperacion, el 70 +/- 5%, Fig.174,189 y 191, y con suero a 4°C recuperacién superior al
suero a 20°C, 53,33 +/- 17,55%, Fig.177,188 y 191. Al someter a una extrermnidad a 4 horas de
isquemnia y perfusion a 20°C hay un descenso desde el 73,33 +/- 2,88% hasta el 43,33 +/- 7,63%, con
nuevo descenso al revascularizar hasta el 41,66 +/- 7,63%, Fig.172,190 y 192. Con suero a 10°C hay
un descense desde el 73,33 +/- 2.88% hasta el 28,33 +/- 2,88%, con aumento al revascularizar
hasta el 33,33 +/- 2,88%, Fig.175,189y 192. Al perfundir con suero a 4°C hay una caida desde el
71,66 +/- 7,63% hasta el 40 +/- 5%, con una recuperacién al revascularizar  hasta el 48,33 +/-
2,88%, Fig.178,188 y 192, A la semana, con  suero a 20°C no hay varnacién en sus cifras con
respecto a las obtenidas al revascularizar, 41,66 +/- 12,58%, Fig.172,190 y 192; con suerosa 10°C y
4°C se produce un ascenso de sus cifras, con sueroa 10°C hasta el 68,33 +/- 2,88%, Fig.175,189 y
192, con suero a4°C hasta el 53,33 +/- 2,88%, Fig.178,188 y 192. Al mantener la isquemnia 5 horas y
perfundir con suero a 20°C hay una disminucion de sus valores desde el 78,33 +/- 5,77% hasta el
31,66 +/- 14,4%, elevandose al revascularizar hasta el 38,33 +/- 16,07%, Fig.173,190 y 193, con
suero a 10°C hay un descenso desde el 78,33 +/- 2,88% hasta el 25 +/- §,66%, con nuevo descenso
al revascularizar hasta el 23,33 +/- 16,4%, Fig.176,189 y 193; ¢l suero a 4°C produce una caida desde
el 76,66 +/- 11,54% hasta el 13,33 +/- 288% vy aumento al revascularizar hasta el 20 %,
Fig.179,188 y 193. A la semana, se produce un descenso de sus valores al pefundir con suero a
20°C,  hasta el 33,33 +/- 16,07%, Fig.173,190 y 193; con suero a 10°C encontramos la mayor
recuperacion, hasta el 4333 +/- 2 88%, Fig.176,189 y 193, y con suero a 4°C existe una menor
recuperacion, hasta el 28,33 +/- 2,88%, Fig.179,188 y 193.

Las medias totales, tomadas por tiempos de isquemia y por temperaturas de perfusion, se exponen
en las Fig.194 y 195.

Observando los tiempos de isquemia, la mejor recuperacién al cabo de una semana se produce con
isquemias de 3 horas, seguida por la isquemia de 4 horas y menor recuperacién con 5 horas de
isquemia, Fig.194.

Si consideramos las temperaturas de perfusion podemos comprobar como con suero a 10°C
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obtenemos las mejores recuperaciones, seguido de la  perfusion a 4°C y la peor recuperacion es con
suera a 20°C, Fig.195,

Mediante el analisis estadistico aparece una relacién muy significativa (p<0,0001) respecto al
tiempo de isquemia, la relacién entre ¢l momento de la toma y el tiempo deisquemia, y entre el
momento de la toma y la temperatura del suero, siendo significativa (p<0,01) con respecto a la relacion
entre el momento de la toma, el tiempo de isquemia y la temperatura de perfusion, Tabla XIL
y XL. Mediante el método de los contrastes multivariados  apreciamos un nivel muy significativo
(p<0,0001) entre ¢l momento y el tiempo o la temperatura, siendo significativo (p<0,04) relacionando
¢l momento, el tiempo vy la temperatura. El test de Kruskal-Wallis presenta un nivel muy significativo
(p<0,003) relacionando ¢l tiempo de isquemia y la temperatura de perfusion.

Al producir un estimulo con 30 mA obtenemos un valor basal medio de un 89,44 +/- 2,14%, con la
perfusion a 4°C hay una respuesta media total del 59,72%, con suero a 10°C es del 63,19% y con
suero a 20°C es del 58,47 +/- 2,81%, Fig. 203.

Al mantener en isquemia durante 3 horas a una extremidad y perfundirla con sueroa 20°C, se
produce un descenso de la respuesta muscular  desde el 80 +/- 5% hasta el 61,66 +/- 2,88%,
disminuyendo mas al revascularizar, hasta el 55 +/- 5%, Fig.171,198 y 199; con suero a 10°C hay una
caida desde el 95 +/- 8,66% hasta el 45 +/- 5%, ascendiendo al revascularizar hasta el 53,33 +/- 2,88%,
Fig.174,197 y 199; ¢l suero a 4°C induce un descenso desde el 76,66 +/- 25,16% hasta el 61,66 +/-
15,27%, ascendiendo al revascularizar hasta el 65 +/- 18,02%, Fig.177,196 y 199. A la semana de la
isquemnia encontramos un aumento en la respuesta neuromuscular con sueros a 10°C, hasta 83,33 +/-
5,77%, Fig.174,197 y 199,y a 20°C, hasta 60 +/- 14,24%, Fig.171,198 y 199, permaneciendo sin
variaciones al perfundir con suero a 4°C, 60%, Fig.177,196 y 199. El periodo de isquemia de 4 horas y
perfusién con suero a 20°C produce una disminucion de sus valores desde el 91,66 +/- 2,88% hasta el
48,33 +/- 5,77%, con elevacion al revascularizar hasta el 50 +/- 8,66%, Fig.172,198 y 200; ¢l suero a
10°C disminuye desde el 96,66 +/- 5,77% hasta ¢l 38,33 +/- 2,88%, ascendiendo al revascularizar hasta el
4333 +/- 2,88%, Fig.175,197 y 200; la perfusion con suero a 4°C produce una disminucién de la
respuesta neuromuscular  desde el 93,33 +/- 1527% hasta el 56,66 +/- 5,77%,aumentando al

revascularizar hasta el 60 +/- 10%, Fig.178,196 y 200. A la semana, la perfusion con suero a 10°C
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aumenta de manera espectacular hasta el 80 +/- 5%, Fig.175,197 y 200; menor elevacion al perfundir con
suero a 4°C, hasta el 65 +/- 8,66%, Fig.178,196y 200, y la perfusién con suero a 20°C permanece sin
variacion en sus cifras con respecto a las de revascularizar, de 50 +/- 13,22%, Fig.172,198 y 200. Con
periodos de isquemnia de 5 horas y pefusién con suero a 20°C apreciamos un descenso desde el 85 +/-
8.66% hasta el 38,33 +/~ 16,07%, aumentando al revascularizar hasta el 40 +/- 17,32%, Fig.173,198 y
201; el suero a 10°C produce una caida desde el 91,66 +/- 2 88% hasta el 35 +/- 13,22%, no variando su
valor al revascularizar, Fig.176,197 y 201; con suero a 4°C hay un descenso desde el 95 +/- 5% hasta el
15%, ascendiendo al 25% al revascularizar, Fig.179,196 y 201. A la semana ascienden todos los
valores, correspondiendo el mayor ascenso a la perfusion con suero a 10°C, hasta el 61,66 +/- 7,63%,
Fig.176,197 y 201; seguido de la pefusién con suero a 4°C, hasta el 38,33 +/- 2,88%, Fig.179,196 y
201, y la menor elevacion ocurre con suero a 20°C, hasta et 41,66 +/-7,63%, Fig.173,198 y 201.

Las medias totales, tomadas por tiempos de isquemia y por temperaturas de perfusién, se hallan en las
Fig.202 y 203.

Como en casos anteriares, la mejor recuperacion neuromuscular se produce en las isquemias de 3
horas, seguido de las 4 horas y la peor recuperacién en isquemias de 5 horas, Fig.202,

Las temperaturas de perfusidn se comportan mostrando una mejor recuperacion en las extremidades
perfundidas con suero a 10°C, menor recuperacion con suero a 4°C y la minima recuperacion se constgue
al utilizar suero a 20°C, Fig.203.

En el analisis estadistico de la varianza se muestra una relacién muy significativa (p<0,001} con el
tiempo, el momento de la muestra y el tiempo o la temperatura; y la relacion entre el momento de la
toma, el tiempo de isquemia y la temperatura de perfusion es muy significativa (p<0,0001), Tabla XL1 y
XLII. Los contrastes multivariados confirman dicha relacién, siendo mas significativo (p<0,0001) la
relacion momento y temperatura, que la relacidn momento y tiempo (p<0,062) y la relacién momento
dela toma, tiempode isquemia y temperatura de perfusion (p<0,005). El test de Kruskal-
Wallis muestra una relacion muy significativa (p<0,001) entre el tiempo de isquemia y la temperatura de
perfusion.

Al estimular con 40 mA obtenemos un valor medio basal de un 95,55 +/- 1,68%; con la perfusion

con suero a 4°C se consigue una respuesta media total del 64,02%, con suero a 10°C del 68,88% y con
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suero a 20°C del 60 +/- 2,94%, Fig.211.

La isquemia de 3 horas con perfusién a 20°C origina un descenso de los valores desde 93,33 +/- 5,77%
hasta el 68,33 +/- 5,77%, descendiendo ain més al revascularizar, hasta el 63,33 +/- 5,77%, Fig.171,206
y 207;con suero a 10°C hay una disminucién desde el 95 +/- 13,22% hasta el 51,66 +/-
12,58%, ascendiendo al revascularizar hasta el 56,66 +/- 10,4%, Fig.174,205 y 207; el suero a 4°C
produce un descenso desde el 90 +/- 17,32% hasta el 61,66 +/- 14,43%, con un leve ascenso al
revascularizar, hasta el 63,33 +/- 16,07%, Fig.177,204 y 207. A la semana, todos los valores
ascienden. Con suero a 20°C hasta el 71,66 +/- 2,88%, Fig.171,206 y 207; con suero a 10°C hasta el 90
+/- 18,02%, Fig.174,205 y 207, y con el suero a 4°C asciende hasta el 70 +/- 17,32%, Fig.177,204 y
207. En los periodos de isquernia de 4 horas pefundidos con suero a 20°C se origina un descenso  desde
el 86,66 +/- 577%hasta el 43,33 +/- 10,4%, aumentando al revascularizar hasta el 50 +/-
13,22%, Fig.172,206 y 208; con suero a 10°C hay una caida desde el 100% hasta el 48,33 +/-
2,88%, ascendiendo al revascularizar hasta el 51,66 +/- 2,88%, Fig.175,205 y 208; con perfusion a 4°C
hay una disminucién desde el 100% hasta el 58,33 +/- 2,88%, aumentando la respuesta al
revascularizar, hasta el 61,66 +/- 2,88%, Fig.178,204 y 208. A la semana, ascienden todos los valores.
El mayor aumento se produce perfundiendo con suero a 10°C, hasta el 91,66 +/- 2,88%, Fig.175,205 y
208; a continuacién, la perfusiéon con suero a 4°C, hasta el 68,33 +/- 5,77%, Fig.178,204 y 208, y la
menor elevacion es con suero a 20°C, hasta el 51,66 +/- 17,55%, Fig.172,206 y 208. Manteniendo la
extremidad en isquemia durante 5 horas se producen los mayores descensos en la capacidad de
respuesta neuromuscular. Al perfundir con suero a 20°C se produce un descenso de los valores desde el
90 +/- 10% hasta el 30 +/- 5%, ascendiendo al revascularizar hasta el 33,33 +/- 7,6%, Fig.173,206 y
209. Sila perfusidn es con suero a 10°C hay un descenso desde el 100 +/- 5% hasta el 35 +/- 8,66%,
aumentando al revascularizar hasta el 41,66 +/- 15,27%, Fig.176,205 y 209. Con suero a 4°C disminuye
desde el 105 +/- 5% hasta el 18,33 +/- 2,88%, elevandose al revascularizar 1a extremidad hasta el 26,66
+/- 2,88%, Fig.179,204 y 209. A la semana, ascienden todos los valores. La perfusiéon con suero a 10°C
produce la mayor recuperacién de la contractilidad, hasta el 65 +/- 5%, Fig.176,205 y 209, seguida de la
perfusién con suero a 4°C, hasta el 45 +/- 5%, Fig.179,204 y 209. La menor recuperacién ocurre

con suero a 20°C, hasta el 38,33 +/- 7,63%, Fig.173,206 y 209.
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Las medias totales, tomadas por tiempos de isquemia y por temperaturas de perfusidn, se exponen en
las Fig.210 y 211

Con tiempos de isquemia de 3 horas la recuperacion de la contractilidad es mejor que con 4 horas de
isquemia y mucho mejor que con 5 horas de isquemia, Fig.210.

La perfusién con suero a 10°C muestra la mejor recuperacion de la contractilidad muscular a la semana
de la isquemia, con menor recuperacién con suero a 4°C y mucho menor con suero a 20°C, Fig.211.

En el andlisis de la varianza aparece una relacién muy significativa (p<0,0001) con respecto al
momento de la toma y al tiempo de isquemia, asi como a la relacién existente entre el momento de la
medicion y el tiempo o la temperatura, y la relacion entre el momento, el tiempo vy la temperatura,
Tabla XLIII y XLIV. En el test de Kruskal-Wallis hay una relacion significativa (p<0,01) entre el
tiempo de isquemia y la temperatura de perfusion.

La estimulacion con 50 mA origina un valor medio basal de un 98,52 +/- 1,7%; con la perfusién con
suero a 4°C se obtiene una respuesta media total del 67,08%, con suero a 10°C es del 68,88% y con
suero a 20°C es del 65,28 +/- 2,91%, Fig.219.

Al mantener en isquemia 3 horas una extremidad y perfundirla con suecro a 20°C
obtenemos una respuesta neuromuscular que disminuye desde el 101,66 +/- 2,88% hasta el 71,66 +/-
2,88%, elevandose de forma leve al revascularizar  hasta el 73,33 +/- 5,77%, Fig.171,214 y 215; con
suero a2 10°C se produce la mayor caida, desde el 95 +/- 13,22% hasta el 53,33 +/- 7,63%, elevandose al
revascularizar hasta el 61,66 +/- 10,4%, Fig.174,213 y 215; el suero a 4°C manifiesta un descenso desde
el 96,66 +/- 15,27% hasta el 63,33 +/- 16,07%, ascendiendo al revascularizar hasta el 68,33 +/-
16,07%, ¥ig.177,212 y 215. A la semana, la perfusion con suero a 10°C produce la mayor recuperacién
de la contractihidad, hasta el 93,33 +/- 15,27%, Fig.174,213 y 215; con suero a 4°C hay algo menos de
recuperacion, hasta el 75 +/- 13,22%, Fig.177,212 y 215, y la menor recuperacién se produce al utilizar
suero a 20°C, hasta el 76,67 +/- 2,88%, Fig.171,214 y 215. Si la isquemia provocada es de 4 horas, al
perfundir con suero a 20°C observamos un descenso de la contractilidad desde el 95 +/- 8,66% hasta el
48,33 +/- 10,4%, aumentando al revascularizar hasta el 51,66 +/- 12,58%, Fig.172,214 y 216. Con el
suero a 10°C hay un descenso desde €] 98,33 +/- 2,88% hasta el 45% y ascenso al 50% al revascularizar,

Fig.175,213 y 216. Al utilizar suero a 4°C hay una caida desde el 101,67 +/- 2,88% hasta el 56,66 +/-
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5,77% y aumento al 68,33 +/- 2,88% al revascularizar, Fig.178,212 y 216. A la semana, ascienden con
los tres métodos de perfusion; con suero a 10°C se produce la mayor recuperacion de la contractilidad,
hasta el 93,33 +/- 10,4%, Fig.175,213 y 216, seguido de la perfusion con suero a 4°C, hasta el 71,66 +/-
2,88%, Fig.178,212 y 216,y menor recuperacion con el suero a 20°C, hasta el 58,33 +/- 17,55%,
Fig.172,214 'y 216.Con tiempos de 1isquemia de 5 horasse producen las mayores
pérdidas de capacidad contractil. Al perfundir con suero a 20°C hay un descenso  desde el 93,33 +/-
11,54% hasta el 35 +/- 13,22%, con ascenso al 36,66 +/- 10,4% al revascularizar, Fig.173,214 y
217; utilizando suero a 10°C hay una importante caida desde el 101,66 +/- 7,63% hasta el 30 +/- 10% y
ascenso al 41,66 +/- 15,27% al revasculanizar, Fig.176,213 y 217; con suero a 4°C hay una disminucion
desde ¢! 103,33 +/- 2,88% hasta el 21,66 +/- 2,88%, aumentando hasta el 2833 +/- 288 % al
revascularizar, Fig.179,212 y 217. A la semana, ascienden todos los valores. El suero a 10°C presenta la
mejor recuperacion, del 63,33 +/- 7,63%, Fig.176,213 y 217, seguido del suero a 4°C, que presenta un
50%, Fig.179,212 y 217, con menor recuperacion al utilizar suero a 20°C, que es del 41,66 +/- 5,77%,
Fig.173,214 y 217.

Las medias totales, tomadas por tiempos de isquemia y por temperaturas de perfusion, se representan
en las Fig.218 y 219.

La recuperacion de la contractilidad se produce de manera mas facil con isquemias de 3
horas, seguido de las 4 horas de isquemia y menor recuperacion con 5 horas, Fig.218.

Al perfundir con suerc a 10°C se obtienen mejores porcentajes de recuperacion muscular a la semana
del experimento, seguido de la perfusion con suero a 4°C y menor con suero a 20°C, Fig.219.

En el analisis estadistico apreciamos una relacion muy significativa (p<@,0001) con ¢l tiempo, con la
relacién momento de la toma y tiempo de isquemia o temperatura de perfusion, y la relacién momento,
tiempo y temperatura, Tabla XLV y XLVI. En el test de Kruskal-Wallis hay una relacién significativa

(p<0,04) entre la interaccion tiempo de isquemia y temperatura de perfusion.
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TABLA - XXXIV:RESPUESTA NEUROMUSCULAR (VALORES OBTENIDOS
A UNA TEMPERATURA DE 20° C, +/- 1 ° )

] T C % RESPUESTA NEUROMUSCULAR
Tiempo B 10 mA 20 mA 30 mA 40 mA 50 mA ]
3h [ C5  Basal | 337 55 75 80 90 100
misqQ | 262 30 55 60 65 70
30 REV | 278 30 45 50 60 70
__ISEMANAl 323 | 35 0 60 70 75
3n | C6  Bawl | 338 50 75 75 90 100
sQ | 26,5 20 55 65 75 75
3w REV | 271 15 50 60 70 80
ISEMANA{ 347 | 30 50 60 70 75
3h || C16  Baal | 328 45 70 85 100 105
hisQ | 26,1 25 45 60 65 70
s Rrev | 277 30 50 55 60 70
i sEMaNA| 331 40 50 60 75 80
[T 4h | C8  Baswt | 337 55 75 90 90 100
misQ | 251 IS 50 55 55 60
soorev | 271 15 50 60 65 65
| ISEMANA{ 355 30 85 65 70 75
4h | Cl10  Baa | 316 45 75 95 80 85
4h 1SQ 23,8 10 45 45 35 40
30°REV | 265 10 40 45 40 40
1SEMANA] 322 | 20 3 4 35 40
4h || C11  Basal | 324 45 70 90 90 100
miso | 240 10 35 45 40 45
30°REV | 26,0 1s 35 45 45 50
1 SEMANA] 323 20 40 45 50 60
Sh [ C9  Basal | 347 55 75 80 100 100
shisQ | 24,0 5 40 50 35 4s
30" REV | 26,8 15 50 50 40 40
1 SEMANA| 352 25 45 S0 45 45
sh | C25  Basal | 316 25 85 95 80 80
shisQ | 254 5 15 20 25 20
3 REV | 258 0 20 20 25 25
1SEMANA] 333 10 135 3B 35
Sh [ C29  Basm | 33,7 50 75 80 9% 100
snisQ | 267 5 40 45 30 40
36°REV | 27,1 10 45 50 35 45
1 SEMANA] 35,9 15 40 40 40 45

18Q: Isquemin; REV: Revascularizacion.
Cn: Namero de conejo utilizado.
T *C: Temperatura medida en piel
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RESPUESTA NEUROMUSCULAR A 20° C

B Y Hespuesis
neuramuscular 10 mb

B % Respuasia
| neuramuscular 20 mb

|Il:| % Hespuesia
neyromuscuaiar 30 ma,

| % Hespluesta
neuromuscular 40 mA

B % Flespuesta
neuromuscular 30 ma,

i &

Fig- 171. Tiempo: 3h

B % Regpuesta
nauramuscular 10 mA

| . % Respuesta
| nauramuscular 20 ma

1% Reapussta
nauramugcular 30 mh

E=1 % Respuesta
nauramuscular 40 mA

B % Respuesta

| ™8

Basal ' REW Basal 3 REVY Basza! 307 REV

Fig.- 172. Tiempo: 4h

| B % Respuesta
| nesramusslar 10 ma
I % Rlespuesta
i neurgmaseulsr 20 ma
| C—O% Respuesta
nesromyuscular 30 ma,
| =% Respuesta
nevramuscular 40 ma
¥ Hespuests
| neuromuscular 50 ma

L il 1

Fig.~-173. Tiempo: Sh

| nedramuscular 50 ma I
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TABLA - XXXV: RESPUESTA NEUROMUSCULAR (VALORES OBTENIDOS
A UNA TEMPERATURA DE 10 °C, +/- 1 °C)

B [ ™C % RESPUESTA NEUROMUSCULAR
Tiempo 10 mA 20 mA 30 maA 40 mA 50 mA
3h C12 Basal 32,4 55 70 100 100 105
3hisQ | 222 25 30 40 50 55
30°REV | 23,0 30 35 55 60 65
- ISEMANA 329 | so0 70 80 105 110
3h Cl4 Basal 32.1 50 75 100 105 106
3hisQ | 22,4 20 40 50 65 60
30°REV | 23,1 30 45 55 65 70
| tsemanaf 347 f S0 75 90 95 90
3h C20 Basal 30,6 50 70 8s 80 80 |
misQ | 21,1 25 45 45 40 45
30 REV | 21,6 20 45 50 45 50
I SEMANA] 329 50 63 80 70 80
4h C13 Basal 335 55 75 100 100 100
MmisQ | 220 5 30 40 50 45
30 REV | 231 10 33 45 50 50
____ASEMANA| 342 | so 70 80 95 105 |
4h Ci15 Basal | 328 50 70 90 1000 100
misQ | 220 10 25 35 45 45
30 REV | 229 15 30 40 50 50
| _1SEMANA| 331 40 65 7590 90
4h C23 Basal | 317 50 75 100 100 95
misQ | 220 10 30 40 50 45
30°REV | 228 10 35 45 55 50
1 SEMANA[ 357 50 70 85 90 85
Sh C26 Basal 30,4 45 80 95 95 95
swisQ | 22,1 10 15 20 25 20
3 REV | 230 5 15 25 25 25
ISEMANAL 328 | 25 45 55 60 55
%h C28 Basal 30,9 55 80 90 100 110
shisQ | 232 15 30 40 40 30
30 REV | 247 5 20 30 45 45
_ ISEMANA| 333 25 40 60 65 65
Sh C30 Basal 323 40 75 90 105 100
shisQ | 223 5 30 45 40 40
30°REV | 258 10 35 50 55 55
1 SEMANA| 349 30 45 70 70 70

ISQ: Isquemia; REV: Revascularizacién
Cn: Nimero de conejo utilizado.
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RESPUESTA NEUROMUSCULAR A 10° C

B % Respuesia
newrarmuscular 19 mdA

B % Respuesta
newmormuseular 28 i

C% Respuesta
nelromyscelar 30 ma

=0 % Respuesia
nouiarmuscular 40 md

3 Respuesia
neuromuscular 30 maA
™o

% Respuesta
ragramuscular 10 ma
4 Respussio
nevromuscular 20 ma
1% Respussta
negrormusoular 30 ma
=% Respussta
naummusoslar 40 mA
N % Respussts
rErOMmUECcular S0 mA

=c

Fig.- 175, Tiempo: 4h

BN Y Raspuaesia
melremuscaisr 10 mA
B % Respuesta
nedramuscutar 20 mid,
% Reapuasia
reurcmiscular 30 maA
E==1"% Respuesta
nauramuscular 40 mA
N % Hespuesia
neurgmuscuiar 50 ma

__TIIJ'\I
e

Basal JREY  Coss  30°REV  Dassl 3 REV

Fig-176. Tiempo: 5h
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TABLA - XXXVIi: RESPUESTA NEUROMUSCULAR (VALORES OBTENIDOS
A UNA TEMPERATURA DE 4 °C, +/- 1 °C)

T C % RESPUESTA NEUROMUSCULAR

Tiempo 10 mA 20 mA 30 mA 40 mA 50 mA
3h C17 Basal 318 60 60 100 100 110
3hISQ 22,4 25 50 75 70 75

30°REV | 23,5 25 60 80 70 80

ISEMANA| 325 | 40 70 80 80 85

3h C19 Basal 32,1 45 60 80 100 100
3hISQ 22,6 20 50 65 70 70
3 REV 239 25 55 70 75 75

| asemamaf 329 ] 40 s 70 80 80

3h C21 Basal 30,8 45 50 50 70 %0
3h ISQ 21,9 20 35 45 45 45

30" REV 22,5 20 40 45 45 50

1SEMANA| 316 20 35 45 50 60

4h Cis8 Basal 323 40 65 80 100 100
Jh ISQ 21,8 10 40 60 60 60

30°REV 22,6 20 50 60 65 70
| ¥SEMANA{ 331 | 30 55 6D 75 75

4h Cc22 Basal 32,0 50 70 90 100 105

4h1SQ 22,0 10 35 50 55 60
30°REV 23,3 10 45 50 60 65
ISEMANAL 333 20 50 _60 65 70

4h C24 Basal 31,4 50 80 110 100 100
$h1SQ 227 20 45 60 60 50
30° REV 23,6 25 50 70 60 70
I1SEMANA| 32,7 30 55 75 65 70

Sh C17 Basal 318 50 90 95 100 100
5h 15Q 21,2 5 15 15 15 20
30" REV 223 5 20 25 25 30
_ 1SEMANA| 357 15 30 40 45 50

5h 31 Basal it4 40 70 90 110 105
5h1SQ 209 h) 10 15 20 20
3 REV 22,7 5 20 25 25 25
[SEMANA[ 33,7 is 25 35 40 50

Sh C32 Basat 32,1 50 70 100 105 105
5h 1SQ 21,8 5 15 15 20 25
30REV | 233 10 20 25 30 30
1SEMANA| 348 15 30 40 50 50

I5Q: Isquemia; REV: Revascularizacién.
Cn: Namero de conejo utilizado.
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RESPUESTA NEUROMUSCULAR A 4°C

Lo | W Hespuesta
neuromuscular 10 ma

1ta | % Respuesta
mevramuscular 20 maA

&0 % Respuesta
neuromuscular 30 mA

i == % Rospuesia
neuramuscular 40 mA

40 B % Hespuesia
b reurgmuscular 50 mA

™=

Wl

Fig.- 177. Tiempo: 3h

BN % Hespuesta
nacromuscular 10 ma

B ¥ Respusata
nauramuscular 20 ma

0 % Respueita
nEurgmuscakar 30 ma
=3 % Respuosta
neurpmuscular 40 ma,
I % Respuesta
i omEsculan B0 mA
T=C

Fig.- 178, Ticmpo: 4h

N % Respussta
nedromuscular 10, ma
B e Respussta
necramuseular 20 ma
0% Respuesta
| nergrmusoelar 20 ma,
| =T % Respuesta
| neuromuscalar 40 ma
B % Respuesta
neusramuscular S0 maA
|—T*¢
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Resultados

TABLA — XXXVII: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida
Suma de Parameiro
cuadrados de no Potencia

Fuente tipo Hi g cuadrética F___|_Sig. | centralidad observada®
[ PTOMA 21334,028 3 7111,343 | 315627 | 000 946 880 1,000
P10MA ™

TIEMPO 784,722 6 130,787 5,805 | ,000 34,829 ,095
P1OMA * TP1 1093,056 6 182,176 8,086 | ,000 48514 1,000
P10OMA >

TIEMPO * 352,778 12 29,398 1,305 | 243 15,658 647
TP1

Error(P10MA) 1216667 54 22,531 |

a. Calcuiado con aifa = ,05
TABLA — XXXVIII: Pruebas de ios efectos inter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio
Suma de ' ‘ Parametro
cugdrados Medug de no Potencia

Fuente tipo Ml gl | cuadratica F Sig. | centralidad | observada®
Intercept | 19804688 1 19804,688 | 1096,875 | ,000 1096,875 1,000
TIEMPQO 994,097 2 497,048 27,529 | 000 55,058 1,000
l:?MPo 137,847 2 68,924 3,817 | 041 7,635 817
~TP1 11,806 4 2,951 ,163 | 954 654 077
Error 325000 | 18 18,056

a. Calculado con alfa = ,05
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Resultados

TABLA — XIL.: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida
[~ Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia

Fuente ipolll | gl | cusdrdtica | F___ | Sig | centralidad | observada®
P20MA 23145139 3 7715,046 | 225704 | 000 677,113 1,000
P20MA *

TIEMPO 3668,056 8 611,343 | 17,885 | 000 107,309 1,000
P20MA * TP1 2044 444 6 490,741 14,357 { ,000 86,140 1,000
PZ20MA ™

TIEMPO * 952,778 12 79,398 2,323 | 018 27,874 ,920
TP1

Error{(P20MA) 1845833 54 34,182

a. Calculado con alfa = 05
TABLA — X1.: Pruebas de los efectos Inter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio
Suma de _ Parametro

. cugdrados Medlg de no Potencia

uente tipo I gl | cuadrética F Sig. | centralidad | observada®
intercept | 64411,169 1 64411,169 | 1780,840 | 00O 1780,840 1,000
TIEMPO 904,282 2 452,141 12,501 | 000 25,002 889
TP1 75,463 2 37,731 1,043 | 373 2,088 204
TIEMPO 1627 '
.« TP1 731 4 40,683 1,125 | 376 4,499 ,282
Error 651,042 | 18 36,169

a. Calculado con aifa = .05
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TABLA — X1.1: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida
Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia

Fuente tipo IH gl cuadratica £ Sig. i centralidad observada®

P30MA 34208,333 11402,778 | 280,417 | ,000 841 252 1,000

P30MA *

TIEMPO 3323611 6 553,935 13,622 | 000 81,734 1,000

P30OMA * TP 3526,389 587,731 14,454 | 000 86,721 1,000

P30MA *

TIEMPO * 1908,333 12 159,028 3,911 | ,000 46,930 ,

TP1

Error(P30MA) 2195,833 54 40,664

a. Calculado con alfa = ,05
TABLA — XLII: Pruebas de los efectos inter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio
Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia

Fuente tipo 1l gt | _cuadratica F Sig. | _centralidad observada®
Intercept | 98705,787 1 | 98705,787 | 1383,322 | ,000 1383,322 1,000
TIEMPO 1464,005 2 732,002 10,259 | ,001 20517 969
TP 107,755 2 53,877 755 | 484 1,510 158
TEMPO 1 284054 | 4 71.238 208 | 434 3,994 253
Error 1284375 | 18 71,354

a. Calculado con alfa = 05
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Resultados

TABLA — XLIII: Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida
Suma de Parémetro
cuadrados Media de no Potencia

Fuente tipo Iil gl cuadrética F 1.5ig. | centralidad | observada®

PA0NMA 41030,324 3| 13676,775 | 747,895 | ,000 | 2243684 | 1,000

P40MA *

TIEMPO 4381,481 6 730,247 | 39,932 | 000 239,595 1,000

P4OMA * TP1 2927.315 & 487,886 26679 | 000 180,076 1,000

P4OMA, *

;EMPO * 1079,630 12 89,969 4920 | ,000 59,038 1,000
Error(P40MA) 987,500 54 18,287

a. Caleulado con alfa = 05
TABLA — XI1.1V: Pruebas de los efectos inter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedi?
Suma de Parametro _
cuadrados Media . de no Potencia .

Fuente tipo Il gl cuadrética F Sig. | _centralidad | observada
Intercept | 111650,521 1 | 111650,5621 | 1428,069 | ,000 1428 069 1,000
TIEMPQO 2051,389 2 1025,694 13,119 | ,000 26,238 992
T 356,597 2 178,299 22811 131 4,561 402
.T'1'.5F'}’1'po 376,389 | 4 94,007 1204 | 343 4814 301
Error 1407.292 | 18 78,183

a. Calculado con alfa = .05
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Resuitados

TABLA - XL V:Pruebas de efectos intra-sujetos.

Medida:
Esfericidad asumida
Suma de Parametro
cuadrados Media de no Potencia

Fuente tipo (I gl cuadratica F _Sig. | centralidad | observada®
PSOMA 42563,657 3 | 14187,886 | 693,868 | ,000 2081,604 1,000
P50MA. *

TIEMPO 4068,981 678,164 | 33,166 | ,000 198,996 1,000
PSOMA * TP1 3135,648 6 522,608 25,558 | ,000 153,351 1,000
P5OMA *

TIEMPO * 946,296 12 78,858 3,857 | 000 46,279 996
TP1
J:‘.rror(PSOMA) 1104,167 54 20,448

a. Calculado con alfa = ,05
TABLA — X1.VI: Pruebas de los efectos inter-sujetos
Medida:
Variable transformada: Promedio
Suma de Parametro
cuadrados Media de no - Potencia

Fuente tipo il gl | cuadrética F Sig. | centralidad | observada®
intercept 1 121504,687 1 121504,687 | 1887,000 | ,000 1587,000 1,000
TIEMPO 2612,847 2 13086,424 17,063 | ,000 34127 999
TP 58,681 2 29,340 383 | 687 ,766 102
TIEMPO

“TP1 322222 4 80,556 1,052 | 408 4,209 ,265
Error 1378,125 | 18 76,562

a, Calculado con alfa = .05
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Discusion

4.1. DISCUSION

El reimplante o la revascularizacion de un segmento de un miembro que incluye una masa muscular
importante puede ser un procedimiento peligroso e incluso representar un riesgo vital para el paciente.

El éxito o el fracaso de cualquier reimplante estd ligado de manera intima al tiempo que
ha permanecido en isquemia el tejido a reimplantar, y la supervivencia del tejido esta en relacion directa
con la resistencia que presenta el tejido a la hipoxia, debido al metabolismo celular especifico de cada
tejido. Por ello, una de las preocupaciones mas importantes del cirujano microvascular es el llamado
tiempo de isquemia.

De todos los tejidos de las extremidades, el musculo es el menos tolerante a la isquernia (111,120,149)
ya que Ja hipoxia produce una gran alteracion del metabolismo celular, que se mantiene en anaerobiosis
durante el tiempo que dura la isquemia (140,184). Durante el mismo, se produce un aumento de los
productos 4cidos derivados de este metabolismo y una pérdidade los fosfatos de alta energia
(55,100,111).

Fué Volkmann (230),en 1881, ¢l primero en sugerir que la contractura isquémica sucedia como
resultado de una necrosis muscuiar y su posterior fibrosis.

Por ello, para conseguir el reimplante de un miembro con éxito, es decir, con buena funcionalidad, el
tiempo de isquemia tiene que ser lo mds corto posible (58,112,155), ya que hay un defecto en la
produccién de energia y una acidosis intracelular, evitando la necrosis muscular y la posible aparicion de
la toxemia del reimplante (falla multiple de las funciones vitales) y un sindrome compartimental
(aumento de la presion en los compartimentos musculares, asociado al edema postraumatico y
postanoxico) (140) cuando se restablece el flujo sanguineo. En ellos, la viabilidad del musculo y la
funcion neuro-muscular se ven comprometidas (111).

De ahi que se hayan realizado numerosos estudios encaminados a averiguar la tolerancia del masculo
esquelético a la isquemia, sola o en combinacién con otros métodos, tal como la aplicacién de un
torniquete (37,112,140}, sindrome compartimental agudo (6,90,193), oclusion temporal de vasos
(92,100), reimplantes (73,111,140), reperfusion (15,164,174), isquemia normotérmica e hipotérmica
(20,94,167). Y diversos autores han comprobado que el deterioro metabdlico y estructural del miisculo

esquelético en un sindrome compartimental agudo (147,148,173) es mas severo que el observado al
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aplicar un torniquete, durante el mismo tiempo, por la elevada presion (90).

Porello, seha elegido un modelo experimental que noha utilizado torniquete ni provocado
un sindrome compartimental, intentando remedar una lesidn isquémica (amputacion parcial) sin
fendmenos afiadidos, y se ha mantenido la extremidad en isquemia durante 3, 4 y 5 horas. Se ha aplicado
un protocolo para la inducci6n rapida, pero no total, de hipotermia de la extremidad y el mantenimiento
de la misma mediante la hipotermia intermedia (10°C +/- 1°C).

La primera fase de nuestro protocolo para la conservacion de las extremidades ha sido la perfusion con
suero frio-helado (4°C +/- 1°C). El tiempo necesario para que los musculos profundos del muslo de una
extremidad de conejo alcancen la temperatura de 10°C es de 60 a 90 munutos. A continuacion, se
mantiene la extremidad irrigada con suero fisioldgico a 10° +/- 1°C.

Numerosos investigadores (3,47,58) han demostrado que la conservacion hipotérmica de miembros
isquémicos prolonga la viabilidad del miusculo esquelético isquémico (102,149,167)y disminuye la
incidencia postoperatoria de la llamada toxemia del reimplante (90,118,221). Por lo general, se ha
supuesto que el mecanismo mediante €l cual la hipotermia ejerce sus efectos beneficiosos, en un tejido
anoxico, es por una reduccion de la actividad metabdlica celular (49,79,102), asi conserva reservas
energéticas criticas y mantiene al minimo el acimulo de metabolitos tdxicos sobrantes (3,167,218).

En la década de 1930, Allen (3,4) realizé el primer estudio formal sobre los efectos de la temperatura
en la tolerancia de los tejidos de las extremidades a la isquemia. Allen (3,4) postuld que con tal que los
tejidos de miembros isquémicos no estuvieran realmente congelados, temperaturas de 1°C 6 2°C, se
obtendrian los efectos mas beneficiosos, debidos a un descenso de la actividad metabdlica y en los
requerimientos energéticos de los tejidos.

Que sepamos, revisando la literatura, la hipotesis de Allen (3,4) nunca ha sido corfirmada ni
desmentida, de forma especifica, en lo que se refiere al muisculo esquelético.

Los métodos descritos mas recientes sobre la conservacion de tejidos, antes del reimplante de la
extremidad (149,184,221), en lo basico son una reiteracion del método de inmersidn en agua helada que
propuso Allen (3.4) hace mas de 50 aiios.

La hipotermia del tejido se considera beneficiosa para el mantenimiento de la viabilidad del musculo en

miembros amputados, antes del reimplante quinirgico, pero hay pocos estudios que establezcan qué tipo
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de enfriamiento produce un nivel éptimo de hipotermia que reduzca al minimo la alteracion metabolica en
el musculo isquémico (111,184).

Desde un punto de vista metabolico, el método dptimo para el enfriamiento de amputaciones amplias
de extremidades es aquel que disminuya la temperatura inicial de los tejidos profundos, 36°C,
hasta ios 10°C a 15°C de la manera mas rapida posible y que, luego, mantenga la temperatura cerca de los
10°C (184).

Este protocolo de hipotermia tisular esta ideado sOlo para la conservacion de segmentos de
extremidades amputadas que contengan una cantidad considerable de tejido muscular. No hay razén para
creer que cualquier fendmeno metabdlico que sea equivalente al observado en este estudio suceda en
otros tejidos de las extrermidades; asi, no hay ventajas aparentes en utilizar este protocolo parala
conservacion de dedos amputados. Su uso en amputaciones mas proximales retrasara el deterioro
metabolico del masculo 1squémico, mucho mejor que lo haria la inmersidn continua en un bafio helado o
sus equivalentes (184).

Es porloque se ha elegido el método dela hipotermia intermedia, enfriamiento rapido de la
extrernidad con suero a 4°C y posterior mantenimiento con suero a 10°C,y su comparacion con
otros métodos de enfriamiento, pudiendo comprobar como este método de enfriamiento es el 6ptimo para
la conservacion de las extremidades. En todos los experimentos realizados, 1a utilizacién de este método
de hipotermia ha mostrado los mejores resultados con los tres tiempos de isquemia, comparandolo con el
suero a 4°C y 20°C.

Para conseguir un enfriamiento homogéneo en los tres grupos, en los tiempos de isquemia de 3 horas
se ha perfundido suero a 4°C durante 60 minutos; en isquemias de 4 horas durante 75 minutos, y en las
isquemias de 5 horas durante 90 minutos.

Experimentos previos con segmentos de extremidades de animales, envueltos en plastico dentro de
un bafio helado, han revelado que el tiempo necesario para descender la temperatura de los musculos
profundos de 36°C a 15°C variaba con cada especie y con los tamafios de las amputaciones.

Los tiempos de inmersién que necesitan las amputaciones realizadas a distinto nivel en la extremidad

superior humana son:
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‘Muiieca: 20 minutos; Mitad del Antebrazo: 30 minutos;
Codo: 60 minutos; Mitad del Brazo: 90 minutos.

El tiempo requerido para alcanzar los 10°C ha sido un 50% mayor (184).

El enfriamiento rapido de la extremidad con suero a 4°C se debe a que el perniodo inicial de
enfriamiento es critico, ya que la mayor parte de la reserva de fosfatos de alta energia del musculo es
depleccionada dentro de la primera hora de isquemia si el enfriamiento es lento (111).

Los resultados obtenidos con el método de la hipotermia intermedia en este experimento no estin de
acuerdo con los conseguidos por Kihira (111) enfriando la extremidad sélo con selucién Euro-Collins a
4°C, asi como con los de otros autores que mantienen las extremidades en bafio helado, con temperaturas
de 0°C a 1°C (221). Y si estan en consonancia con los descubrimientos de Swartz (212), Osterman
(155)y Sapega (184),al no encontrar diferencias entre la  conservacidon  a temperatura ambiente
(22°C) y el enfriamiento convencional en hielo (1°C).

Esto, sugiere la posibilidad que la hipotermia del tejido con 1°C podria ser demasiado fria para la
conservacion de la energia suficiente por la maquinaria metabélica celular. Quizas, por el enfriamiento
extremo, se dispara un proceso que consume ATP, lo cual no ocurriria con una alteraciéon menos intensa
de la temperatura. Esto tendria importantes implicaciones para la conservacion de miembros isquémicos,
porque a diferencia del cerebro, el rifion o el higado, el misculo no puede tolerar deplecciones severas de
ATP como resultado de una isquemia (65,90,172).

Hadju (77), en 1951, observd que cuando el musculo diafragma extirpado de una rata se congelaba
a 0°C se contraia y desarrollaba tensién, llamando a este fendmeno "contractura fria” y afirmo que "éste,
explica porqué el misculo diafragma se deteriora mucho mas rapido a 0°C que a temperatura ambiente,
cuando se podia esperar el efecto contrario si nos basamos en fundamentos fisicos".

Bendall (11,12) y Hill (94), en los afios 70, redescubrieron en esencia el fendmeno que habia descrito
Hadju (77), y se le llamo "tension fria", después de determinar que la actividad de los miofilamentos
inducida por el frio no era debida a la despolarizacién hipotérmica de la membrana. Hill (94) formuld la
hip6tesis seglin la cual el frio extremo permitiria al Ca’” salir desde el reticulo sarcoplasmico a las
miofibrillas, mediante la inhibicién de la bomba de calcio de la membrana del reticulo sarcopldsmico,

estimulando la ATP-asa de las miofibrillas, que hidroliza €l ATP, y asi causar una contraccién muscular
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activa consumiendo energia. Hecho confirmado por Locker (129), Sapega (184), etc.

Bendall et al (11,12) han informado que el comienzo del rigor mortis (indicado por una casi completa
depleccion de ATP) en el musculo esquelético de los mamiferos, que habian sido extirpados en fresco, se
puede retrasar unas 2,5 veces si la temperatura del tejido se reduce de 37°C a 17°C. Por contra, no
se hayo diferencia en el tiempo del rigor mortis, 0 era minima, entre la conservacién a temperatura
ambiente y a 0°C.

Diversos estudios, realizados desde entonces, han demostrado que sise disminuye la temperatura
de las fibras musculares esqueléticas de los mamiferos por debajo de los 15°C se produce un aumento en
el nivel del Ca* libre sarcoplismico (32,104,105). Cuando la temperatura es superior a los 5°C la
cantidad de Ca” libre alrededor de la miofibrilla permanece baja, elevandose muy rapido cuando la
temperatura se aproxima a 0°C (12,45,184) y sigue aumentando a medida que continda la exposicion al
frio. La mayor cantidad de Ca®" libre sarcoplasmico, con temperaturas inferiores a 5°C, activa la ATP-asa
miofibrilar, causando una degradacion considerable de ATP (11,12,32) y un aumento de la glucolisis,
con depleccion de glucogeno y aumento de sus metabolitos (32,62,184), que finaliza en una contraccién
muscular. Las mitocondrias del misculo esquelético no liberan el Ca®* almacenado en ellas en dichas
condiciones (141), lo que confirma al reticulo sarcoplasmico como la fuente de salida del Ca®* hacia la
miofibrilla provocado por el frio (35,104,105). Y ¢l nivel de Ca’" libre sarcoplasmico se relaciona
de manera lineal con el porcentaje de acortamiento activo producido en el muscula (45).

Se ha descubierto que la contraccion por frio, del misculo esquelético, se produce en su mayor parte
en los musculos rojos, en especies animales diferentes (12,77,94). Con las temperaturas mas bajas,
cercanas a la congelacion, se desarrolla una contraccidn muscular intensa (53,104,129,141). Los estudios
metabolicos de musculos isquémicos expuestos a hipotermia han mostrado que ¢l aumento de la actividad
contractil se asocia, de manera clara, con una elevacion de la velocidad de consumo de ATP (11,12,62) y
una aceleracion de la glucolisis (62,184).

Las fibras musculares blancas, fibras musculares de contraccidon rapida, al enfriarse en un bafio
helado, con 1°C de temperatura, manifiestan una contraccion minima por unlento descenso en la
velocidad del metabolismo celular, en comparacion con la isquemia a temperatura ambiente (12,94,129).

En las fibras rojas, fibras musculares de contraccion lenta, no es asi (164).

262



Discusion

En diversos estudios realizados comparando el consumo muscular de oxigeno con las temperaturas
de los tejidos, no se sefiald la presencia de una respuesta metabdlica paraddjica al frio extremo. Las
razones pueden ser dos. Primera, la contraccidon por frio es mucho més marcada bajo
condiciones de anaerobiosis (104,129,141). Segunda, como demostré Bendall (11), el consumo de
oxigeno por el musculo en repose indica una baja actividad metabolica de todas las células sélo cuando
la temperaturaesta cerca de los 12°C. Por debajo de esta temperatura, el consumo de
oxigeno contintia disminuyendo, a pesar de un aumento en el consumo celular total de energia (aerébico
mas anaerdbico), que se relaciona con la actividad contrictil originada por el frio.

Tras los diferentes periodos de isquemia se han observado diversos grados de EDEMA, apreciables
desde el término de l1a isquemia y mas visibles a las 24 horas, como describen otros autores (209,212).
Con tiempos de isquemia de 3 horas, se recuperan los valores basales a la semana al perfundir con suero a
10°C y 20°C, que difiere de lo apreciado por Swartz (212), persistiendo ¢l edema al utilizar suero a 4°C.
Con periodos de isquemia de 4 y 5 horas el edema persiste a la semana, siendo menos intenso con
perfusion a 10°C en los tres tiempos, seguido de la perfusion con suero a 20°C para 4 horas de isquemia y
de la perfusion con suero a 4°C para las 5 horas de isquemia.

Mediante el analisis de sangre sé han obtenido los diferentes pH en los distintos tiempos. En todos
ellos, se ha comprobado una disminucién del mismo a! finalizar el tiempo de isquemia y una leve
recuperacion a los 30 minutos de revascularizar, siendo mas manifiesto con periodos de 1squemia de 4 y
5 horas. A la semana del experimento, s6lo las extremidades perfundidas con suero a 10°C, hipotermia
intermedia, presentan un pH semejante al basal. Con suero a 20°C se recupera el pH pero sin llegar
a su cifra basal, siendo mas manifiesto con perfusién a 4°C, en donde la recuperacién del pH queda muy
por debajo del basal, Fig.23 y 24.

Los valores obtenidos en este experimento no estan en relacion con los obtenidos por Swartz (212),
cuyos descensos del pHen los mismos tiempos de isquemia son muy superiores con temperatura
ambiente (22°C). El pH muscular descendié desde el nivel control de 7,43 hasta 6,76 +/- 0,06 alas3
horas de isquemiay a 6,12 +/- 0,14 a las 6 horas (212). Tampoco estan de acuerdo con los resultados
aportados en sus estudios por Sapega (184), en lo referente a las temperaturas de enfriamiento de 1°C y

22°C. Con ellas, a pesar de un descenso del pH casi idéntico, los musculos que se enfriaron a 1°C
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mostraban una acidosis total menor que los musculos conservados a 22°C. En los resultados obtenidos
en este experimento, al final de los tiempos de isquemia de 3 y 4 horas hay una mayor acidosis con suero
a 20°C, siendo mayor con suero a 4°C si la isquemnia es de 5 horas. A la semana, la recuperacion es mejor
al utilizar suero a 20°C que a 4°C.Si se estade acuerdo en que la menor acidosistotal se
produce con temperaturas mantenidas entre 10°C y I5°C, segin Sapega (184). Tampoco se
correlacionan con los resultados obtenidos por Chiu (43) en isquemias con torniquete de 3 horas en
perros, con su descenso del pH mas intenso y una recuperacion mads rapida en 15 minutos.

En estudios basicos de fisiologia celular (47,49) se ha mencionado la alcalinizacion inicial, durante la
primera hora, que se produce al enfriar un tejido, hecho no apreciado en este estudio al realizar las
mediciones al finalizar los tiempos de isquemia. Es muy probable que las poblaciones de fibras
musculares, tanto rojas como blancas, se beneficien mucho de esta alcalinizacion inicial celular, ya que
ésta disminuye de manera drastica la severidad de la acidosis posterior de cada célula (65,183,184).

Los resultados obtenidos del estudio de la GLUCOSA ponen de manifiesto un descenso importante
durante el tiempo en que la extremidad permanece en isquemia, menos acusado y con mejor recuperacion
utilizando la técnica de la hipotermia intermedia que conla perfusion de suero a 20°C y 4°C,
ambos con un comportamiento similar, Fig.40 y 41.

Los valores de UREA estan descendidos al finalizar los periodos de isquemia y se elevan al
revascularizar la extremidad, estando préximos a los valores basales con suero a 4°C y 10°C, con leve
ascenso al utilizar suero a 20°C. A la semana, la urea presenta valores basales si utilizamos la técnica de
la hipotermia intermedia, pero estd mas elevada al perfundir con suero a 4°C y la mayor elevacion se
produce con suero a 20°C, Fig.48 y 49.

Al observar el comportamiento del CALCIO vemos un descenso importante al finalizar los tiempos
de isquemia, mas intenso al perfundir con suero a 4°C y menor con la hipotermia intermedia; el menor
descenso se produce con suero a 20°C. Al revascularizar, las cifras menores se aprecian con la técnica de
la hipotermia intermedia, siendo mas elevadas y parecidas con suero a 20°C y 4°C, repitiéndose estas
proporciones a la semana (cifras préximas a las basales), Fig.56 y 57.

E1 POTASIO presenta un comportamiento similar al calcio y a la urea. Se produce un descenso de sus

valores al finalizar los periodos de isquemia, muy intenso con suero a 4°C y manifiesto con 20°C. A los
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30 minutos de revascularizar hay una elevacion importante del potasio, con cifras proximas a las basales
con suero a 4°C y mediante la hipotermia intermedia y un ascenso de sus valores al utilizar suero a
20°C. A la semana, todos los valores son superiores a los basales, con mayor grado de elevacion para el
suero a 20°C y menores aumentos para el suero a 4°C y mediante la hipotermia intermedia, Fig.64 y 65.

En los valores obtenitdos de la GOT, LDH y CPK observamos un comportamiento distinto a los
valores anteriores. La GOT presenta un aumento de sus cifras al finalizar los periodos de isquemia,
menos intenso con la hipotermia intermedia, seguido de la utilizacion del suero a 4°C y los valores mas
altos se observan al perfundir con suero a 20°C. Al revascularizar, se producen las mayores elevaciones,
siendo mds intensas cuanto mayor haya sido el tiempo de isquemia. Con la técnica de la hipotermia
intermedia se producen menores ascensos, siendo mas intensos con suero a 4°C y los mas importantes se
observan con suero a 20°C. A la semana, la técnica de la hipotermia intermedia tiene unos valores
similares a los basales, el enfriamiento con suero a 4°C presenta menores valores que los basales y la
perfusién con suero a 20°C produce cifras superiores a las basales, con valores totales. Con respecto a los
tiempos de isquemia, con suero a 4°C en la isquemia de 3 y 4 horas presenta valores por debajo de los
basales, siendo superiores con isquemia de 5 horas; con suero a 20°C es ala inversa. La hipotermia
intermedia mantiene sus valores proximos a los basales, Fig.72 y 73.

La LDH presenta un aumento de sus valores al finalizar los tiempos de isquemia, mas manifiesto al
utilizar suero a 20°C, menor para el suero a 4°C y cifras cercanas a las basales mediante la hipotermia
intermedia. Al revascularizar ascienden todos los valores, siendo las mayores elevaciones para la
perfusion con suero a 20°C y 4°C y menor para la hipotermia intermedia. A la semana, la perfusién con
suero a 20°C presenta cifras superiores a las basales, siendo cifras inferiores a las basales al utilizar suero
a 4°C y la hipotermia intermedia, con valores totales. Por tiempos de isquemia, con suero a4°C y 3 horas
de isquemia se aprecia un descenso de sus valores, con aumentos a las 4 y 5 horas de isquemia; con
suero a 20°C aumenta en todos los tiempos de isquemia; la técnica de la hipotermia intermedia presenta
aumentos de sus valores cercanos a los basales con isquemias de 3 y 4 horas, elevandose con isquemias
de 5 horas, Fig.80 y 81.

La CPK manifiesta una clara elevacion de sus cifras al finalizar los tiempos de isquemia, mas intensa

cuanto mayor sea el tiempo de isquemia y con suero a 20°C, seguido del suero a 4°C. Al revascularizar,
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las cifras mas elevadas se obtienen con el suero a 4°C, seguido del suero a 20°C y menor con la
hipotermia intermedia. A la semana, todas las cifras son inferiores a las basales, con mayor descenso para
la perfusion con suero a 20°C, seguido del suero a 4°C y valores no tan descendidos con la técnica de la
hipotermia intermedia, utilizando valores totales. Por tiempos de isquemia, el suero a 4°C y periodos de
isquemia de 3 y 4 horas presenta cifras menores que el suero a 20°C, invirtiéndose con isquemias de 5
horas. A la semana, ¢l suero a 4°C presenta cifras menores a las basales con los tres tiempos de
isquemia; el suero a 20°C 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 intermedia presenta
siempre los valores mejores con respecto a los basales, Fig.88 y 89.

Los wvalores serologicos obtenidos en este estudio estin de acuerdo con lo descrito por Swartz (212) y
con su afirrmacion que la pérdida intensa de potasio muscular puede estar ligada al deterioro del
transporte activo en la membrana celular, un mecanismo que requiere la fosforilacion oxidativa, pero no
se estd de acuerdo en su tiempo de 4 a 6 horas de isquemia caliente como tiempo maximo de
reimplante, pues con perfusién a 20°C (temperatura ambiente) los valores de K+, GOT, LDH y CPK con
5 horas de isquemia estaban muy alterados, con un prondstico metabdlico-funcional bajo para la
extremidad. También, estan en relacion por lo descrito por Chiu (43) al comprobar incrementos, en la
vena femoral, de la CPK en isquemias de 3 horas con torniquete,

Los valores de las enzimas CPK, GOT y LDH son indicadores del grado de lesion muscular. Se sabe
que estas enzimas estan conceniradas en el tejido muscular. Cuando se lesiona el musculo estas enzimas
se escapan hacia la sangre venosa en proporcion con la extension del dafio de las células musculares
(149). El paso de estas enzimas a la sangre es mayor cuanto més se prolongue el tiempo de isquemia en
un miembro amputado, y mas a temperatura ambiente que si se conservan en frio (149).

Presta (167), en 1981, ha indicado que los datos obtenidos con el analisis de los enzimas séricos no
son utiles cuando se estudian aistados y distanciados det episodio isquémico inicial, y que si 1o son
cuando se les relaciona con los descubrimientos histologicos y ultraestructurales.

Rubin (179), en 1992, comprueba elevaciones de la CPK segin es mayor el tiempo de isquemia. Los
valores obtenidos se relacionan con el dafio muscular producido entre 1 y 4 horas de isquemia.

Ihnken (100), en 1996, en experimentos levados acabo para controlar el dafio producide por la
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revascularizacion y perfusion de sustancias, tras 6 horas de isquemia, aprecié aumentos de la CPX, LDH
y K" como exponentes de lesion muscular, con descensos del pH, ATP y Glucosa, siendo confirmado por
otros autores {143). Con un mejor control de la reperfusion disminuyen las lesiones, apreciando un
mayor consumo de oxigeno y glucosa, con descenso del K+ y del edema de la extremidad y aumento del
pH y del ATP (100).

El estudio experimental del sindrome compartimental ha demostrado que la lesion muscular, medida
por los valores ¢levados de CPK y LDH total, sucede muy al principio del sindrome compartimental tibial
anterior. Los valores absolutos de estas enzimas, sin embargo, no estan relacionados con la cantidad de
presion introducida pues, en ocasiones, tras realizar una fasciotomia, estos valores no regresan a su valor
normal sino que se elevan. Esta observacidn puede explicarse por el acumulo de sangre existente dentro
del compartimento, a nivel de la microcirculacién, y que es reabsorbida en dicho momento. Si la
fasciotomia se realiza en las primeras 12 horas el misculo puede ser funcional (85,148,176), lo que
sugiere que los cambios irreversibles en la microcirculacidén no ocurren, lo mas probable, hasta después
de 12 horas de haberse iniciado un sindrome compartimental (134,135).

Este ha sido uno de los motivos por el cual no se ha utilizado, en este estudio, el aumento de presion
intracompartimental ya que, ademas, queda muy limitado a una zona de la extremidad y produce una serie
de fendmenos (mayor afectacion del nervio) que no imitan una amputacién total o parcial de una
extremidad. Los resultados de 12 horas son ciertos para ese experimento, que dista mucho de las 4 y 5
haras que se han estudiado en este trabajo experimental.

Las complicaciones metabdlicas dependientes de la isquemia arterial aguda (25,225,229) y de la
necrosis tisular secundaria a ésta han sido estudiadas de manera exhaustiva en los Gltimos afios dentro
del llamado sindrome de revascularizacion. Durante la fase isquémica aparece acidosis metabdlica,
azotemia e hiperpotasemia, que si no se corrigen rapido pueden ocasionar la muerte del paciente. La
acidosis metabdlica es variable y depende de la glucolisis anaerobia, con produccién de acido lactico y
pinivico por la anoxia tisular; estos metabolitos descienden el pH y la concentracion de bicarbonato. La
revascularizacion afecta de manera principal al metabolismo del potasio y se produce una hiperpotasemia
dependiente de la citolisis. Esta alteracidon es un factor prondstico que puede ocasionar ¢l fallecimiento

del paciente en la revascularizacion (25,195), por elevacion brusca de la tasa de potasio en sangre. Los
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cambios enzimaticos afectan de manera especial a la CPK, LDH, GOT y GPT, lo que se traduce en
esencia en el dafio del musculo estriado, Cuando la isquemia avanza, los grupos musculares se
edematizan e induran de forma progresiva. Este dafio muscular también puede evidenciarse porla
aparicion de mioglobinuria (192,195), ademas de un descenso de la diuresis. El fracaso renal agudo
depende del grado de isquemia del musculo, la acidosis y la mioglobinuria (192). En los casos leves, la
alteracion renal es transitoria y reversible, mientras que en los casos con complicaciones metabdlicas
severas la mioglobinuria yla acidosis persistente pueden conducir a un fallo renal ireversible. La
mortalidad asociada a las complicaciones metabdlicas de la 1squemia arterial aguda de las extremidades
esta, de manera aproximada, entre un 30% a 80% de los casos, mientras que la tasa de amputacion de la
extrermidad es del 30% al 50% (195).

Se han descrito diferentes cambios histolégicos en los musculos isquémticos utilizando microscopia
optica y electrénica en el experimento realizado. Con microscopic optico ¢ histoquimica se aprecia que
la rotura de células musculares, depdsitos calcicos, grasa en las fibras lesionadas y en los macréfagos, la
desorganizacion intermiofibrilar, vacuolas celulares y un infiltrado inflamatorio generalizados sirven
como una clara indicacion de fibras inviables. Con el microscopio electrénico los cambios isquémicos
encontrados han sido ensanchamiento de los espacios interfibrilares, fibras musculares con
desorganizacidon de la estructura fibrilar, vacuolas y rotas, anormalidades mitocondriales (como
hinchazén y/o rotura mitocondrial y desorganizacion de las crestas, con cuerpos densos), presencia de
fibroblastos, hinchazon del reticulo sarcoplasmico, pérdida de los granulos de glucogeno, sarcémeras no
alineadas, aumento de las gotitas de lipidos, lesiones vasculares, como destruccion parcial de la pared,
vesiculas de pinocitosis y aumento del espacio perinuclear, y nervios intramusculares con alteraciones
de la vaina de mielina, siendo indicativos de lesion muscular irreversible al ser generalizadas.

La desorganizacion de la vaina de mielina, zonas de roturas y picnosis nuclear, junto con la
vacuolizacion de las células de Schwann, se aprecian en los nervios femorales e indican lesién
irreversible.

Estas lesiones constituyen manifestaciones morfologicas de células musculares muertas y nervios
irrecuperables. El nimero de fibras con dicha degeneracion encontradas tras una isquemia, con

supervivencia del musculo de uno o mis dias, estdn relacionadas con el fracaso en la recuperacién de la
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coniractilidad.

Con perfusién mediante la técnica de la hipotermia intermedia estos hallazgos se producen a las §
horas y no en todas las fibras musculares, con zonas de regeneracion focal (infarto en evolucién);
utilizando perfusion con suero a 4°C y 20°C estas lesiones son focales y aisladas a las 4 horas de
isquemia, presentando fibroblastos aislados con el suero a 4°C, siendo las lesiones mas importantes y
extensas con isquemias de 5 horas en ambos, con fibroblastos mas frecuentes. Con tiempos de isquemia
de 3 horas las lesiones son focales y reversibles con los tres métodos de perfusion, Fig.90 a 123,

A nivel del nervio femoral, las lesiones mas graves se producen con perfusion a 4°C a partir de las 4
horas de isquemia, siendo lestones irreversibles con 5 horas en perfusién con suero a 4°C y 20°C. La
perfusion con suero a 10°C, hipotermia intermedia, produce lesiones menos graves y reversibles, incluso,
a las 5 horas de isquemia, Fig.124 a 129.

Muramatsu (149), en 1985, encuentra, con microscopio optico, tanto en musculos conservados en frio
como a temperatura ambiente, edema  intrafibrilar, hinchazon  de las fibras, nicleo picnodtico,
hialinizacién de las fibras musculares y su separacion del endomisio, con menor afectacion para la
consevacion en frio. Si la isquemia era de 6 horas, al revascularizar el misculo regresaba a la normalidad
en la extremidad conservada en frio. Si eran 12 horas de isquemia, se apreciaban hinchazon y destruccién
de capilares y roturas fibrilares, indicando una lesidon irreversible. Con microscopio electronico (149)
aprecia edemna miofibrilar, vesiculas intracelulares, cromatina nuclear dispersa, separacion de los
filamentos en la fibrilla, ensanchamiento de los espacios interfibrilares, hinchazén y destruccién del
reticulo sarcoplasmico y ausencia de granulos de glucodgeno, mitocondrias hinchadas, con pérdida de la
matriz densa, desorganizacién de las crestas y la presencia de cuerpos densos intramitocondriales,
alcanzando su maximo diametro a las 6 horas de isquemia y sin diferencias segin el método de
conservacion.

El examende secciones de tejido muscular con microscopio dpticoy electrénico revelan una
correlacién entre el escape de las enzimas y la extension del dafio de la célula muscular en el muasculo
isquémico. El hinchazén celular (edema) y la separacién del endomisio de las células musculares han
sido los cambios caracteristicos de isquemia aguda observados al microscopio 6ptico en preparaciones

de misculos isquémicos tefiidas con hematoxilina-eosina (149). Al microscopio electrénico la presencia
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de ensanchamientos de los  espacios entre las miofibrillas, la disminucién del nimero de granulos de
glucdgeno vy las anomalias  mitocondriales, como  hinchazén y  aparicion  de  cuerpos densos
intramitocondriales, se relacionan con los aumentos de las enzimas musculares en sangre venosa (149).
Ademas, las alteraciones mitocondriales estdn ligadas a una reduccion del pH, sugiriendo que la
hinchazén mitocondrial y la presencia de cuerpos densos inframitocondriales son los cambios
irreversibles mas precoces y mas definitivos observados en las células isquémicas (149).

Un descenso marcado de los granulos de glucégeno enlos espacios intermiofibrilares causa un
acumulo de 4cido lactico, producido por un metabolismo anaerobio durante la 1squemia. En un medio
acido la mitocondria dafiada 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 dafo es nreversible (149).

Nuestros hallazgos no estan de acuerdo con lo encontrado en los experimentos de Muramatsu (149), en
lo referente a los distintos tipos de perfusién, y si se correlacionan con el tiempo de isquemia y las
alteraciones serologicas relatadas.

Van Alphen (220), en 1988, disefié una clasificacién con el microscopio optico basadaen los
descubrimientos histoldgicos del tejido muscular reimplantado, después de conservacion en frio. En su
estudio, la necrosis focal y la proliferacion reactiva de fibroblastos son parametros de lesién muscular
isquémica. La degeneracion discoide no fue vista en todos los grupos experimentales, pero la necrosis
focal, la degeneracion hialina y los procesos de regeneracion han sido las manifestaciones mas
caracteristicas en los musculos reimplantados después de una isquemia fria de 12 horas.

En ¢l proceso de regeneracion, los brotes de células musculares, que se parecen a células gigantes
multinucleadas, se pueden encontrar en alguna parte del musculo. El nucleo de la célula muscular esta
hinchado, vesiculado, contiene abundante cromatina heteromérficay un nucleolo  prominente, ha
emigrado hacia el centro de la célula y aparece basofilia citoplasmatica (111,220).

Los hallazgos en este trabajo se han presentado a partir de las 4 y 5 horas de isquemia; incluso, con 3
horas de isquemia hay pequefias alteraciones miofibrilares reversibles con sueros a 4°C y 20°C, pero no

hay lesiones con suero a 10°C. El tiempo de 12 horas en isquemia fita ha sido descrito en ratas y deberia
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presentar lesiones mas importantes.

Labbe (120), en 1988, describe un 30% de necrosis muscutar después de mantenerlo en isquemia
durante 4 horas. Al microscopio electrénico presenta hinchazén de las mitocondrias, depdsitos de calcio y
roturas fibrilares.

Messina (138), en 1990, con microscopio Optico, comprueba en ratones lesiones vasculares diferentes
seglin los tiempos de isquemia. Con 3 horas hay obstrucciones capilares difusas, sin lesiones de arterias o
venas. Con 4 ' horas se producen areas de “no reflujo”, por lesiones de arterias y venas.

Pedowitz, en 1991 (161,162) y en 1992 (163), utilizando tormiquetes con presiones de 350 mmHg para
isquemizar durante 2 horas las extremidades comprobd, con microscopia, que las zonas de necrosis
musculares estaban situadas en el centro de fos musculos, afectando menos a 1a periferia.

El no utilizar en este trabajo la técnica del torniquete se debe a esa afirmacion, ya que el torniquete
produce lesiones focales mas intensas (zona de colocacion del torniquete, con afectacion del nervio por
compresion) y lesiones generales diversas (menos intensas).

Hickey (92), en 1992, comprueba que con 3 ' horas de isquemnia sobreviven un 40% de los musculos
estudiados, a las 4 horas solo un 10,7% y a partir de las 6 horas no sobreviven. Los mdsculos mas
dafiados han side los mas proximos a la oclusion vascular,

Skjeldal (198), en 1992, utilizando el microscopio Optico, en experimentos de 4 Y2 horas de
isquemia con distintas temperaturas, aprecié que a 34°C siempre se producia la necrosis muscular; si la
temperatura era superior a 27°C la necrosis era casi total; con temperaturas de 24°C habia un 80% de
necrosis; a 22°C habia solo un 29% de necrosis.

Sternbergh (207), en 1992, no aprecié lesiones musculares con microscopio electrénico en isquemias
de 1 hora pero si en isquemias de 2 y 3 horas, con vacuolizacion del endotelio de los vasos, edema
intracelular y disminucién de la luz vascular. Las miofibrillas presentaban edema intersticial, hinchazén
de las mitocondrias y distorsion de la estructura en bandas.

Petrasek (164}, en 1994, describe una mayor afectacion de las fibras musculares de contraccion rapida
cuando los tiempos de isquemia son superiores a 5 horas. Si los animales son mantenidos en isquemia a
temperatura ambiente, se afectaban mas los grupos musculares proximales que los distales. Y si la

Isquemia era a temperatura corporal, la necrosis muscular era uniforme, tanto con microscopio Optico
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como con el electronico (26,164,206).

Strock y Majno (209) estudiaron el cese de la circulacion en el misculo de patas de ratas, realizando
isquemias con torniguete durante 2 Y% horas. La microscopia electrdnica del tejide muscular y del
endotelio capilar mostro que la lesion isquémica era de naturaleza focal y no se relacionaba con areas con
flujo y sin él El endotelio capilar mostro diversas lesiones, desde la balonizacion o hinchazon
mitocondrial hasta la destruccién parcial o la rotura total de la pared endotelial. Sus resultados
sugieren que 2 ' horas de isquemia ocasionan el suficiente dafio capilar como para alterar la circulacidn
en el tejido muscular. Esta lesion parece reversible cuando la circulacion a nivel capilar se restablece en
un periodo de 2 a3 horas. Periodos superiores a 3 horas originan cambios irreversibles en el endotelio
capilar, los cuales bloquean la perfusion del musculo. Con 6 6 mas horas de isquemia no es posible
afirmar si es el misculo el que ha sufrido la lesion irreversible o ha sido el endotelio capilar (209).

El misculo es muy propenso a sufrir dafio, como se demuestra mediante estudios morfologicos y
bioquimicos, cuando se induce isquemma, considerandose a la hipotermia como beneficiosa para el
mantenimiento de la viabilidad muscular y la disminucion de la toxemia del reimplante. Después de 5 a
6 horas de isquemia hipotérmica se han visto intensos cambios reactivos, como la proliferacion de
fibroblastos interfibrilares, que se incrementan conel tiempo de isquemnia (111,212). Ademas, la
hinchazdn mitocondrial y la necrosis focal de las células musculares, asi como también la hinchazén de
las células endoteliales capilares, se ven tan pronto como a las 2 horas de cesar ¢l flujo sanguineo (212).
Estos cambios morfologicos reflegjan una lesidn hipéxica de la actividad metabélica de
los tejidos, pues la produccion obligada de fosfatos de alta energia esta subordinada al
metabolismo oxidativo y es imprescindible para el transporte activo en las membranas celulares y para
las proteinas contractiles del muisculo esquelético (212).

De las observaciones antedichas es evidente que los sistemas enzimaticos implicados enla
fosforilacién oxidativa son sensiblesa la lesion isquémica y pueden ser el determinante de la
muerte celular. Estos sistemas estan presentes en las mitocondrias del tejido muscular y en otros tejidos,
y ¢l transporte activo a través de la membrana celular depende de ellos (50,51). La supervivencia del
musculo a la isquemia de 3 horas y no a la de 6horasse explica por un fracaso de

los sistemas enzimaticos (212).
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Basados en investigaciones realizadas en el presente estudio, se ha observado que el maximo tiempo
de isquemnia en hipotermia que garantiza la funcionalidad del miembro reimplantado, o de tejidos
trasplantados que contengan misculo, puede ser prolongado hasta las 5 horas, mediante conservacién
hipotérmica con suero fisioldgico utilizando la técnica de la hipotermia intermedia, con suero a 10°C, y
que las diferencias en la viabilidad de los misculos conservados en isquemia, entre cambios reversibles e
irreversibles, pueden ser demostrables de manera cuantitativa mediante el analisis del ATP y
otros fosfatos de alta energia mediante la técnica de HPLC y con su representacion grafica equiparable,
la RNM.

Utilizando la HPLC, si tomamos los valores de AMP 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 isquemia, se superponen o son similares; disminuyen dichos valores a la
semana si se uttliza suero a 4°C y estan aumentados si se perfunde con suero a 20°C, Fig.142. Si
apreciamos el ADP, mediante la técnica dela hipotermia intermedia hay una disminucidn
importante de sus cifras a la semana de la isquemia, en relacidn a los valores al finalizar los periodos de
isquemia, lo mismo que al utilizar suero a 20°C, pero con un descenso menor en sus valores; al
utilizar suero a 4°C se aprecia una elevacion de sus cifras en ese mismo periodo, Fig.146. Si observamos
los valores de ATP 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 2 20°C y la
menor elevacién es al utilizar suero a 4°C, Fig,150.

Los resultados graficos de la RNM son equiparables a los obtenidos mediante HPLC. En isquemias de
3 horas se aprecia depleccion del ATP y PCr, con  aumentos de Pi y PME y PDE, recuperando los
niveles de ATP a la semana de la isquerma, mas manifiesto con suero a 10°C y 20°C, y menos con suero
a 4°C. A las 4 horas de isquemia se produce un descenso de ATP y PCr, con aumentos de Pi y mayor
aumento de PME y PDE, siendo més visible al utilizar suero a 4°C y 20°C. La recuperacion del ATP a la
semana de la isquemia se produce en los tres grupos, siendo minima y con persistencia de los PME y
PDE con suero a 20°C, recuperacién mayor con suero a 4°C y persistencia de los PME y PDE; maxima
recuperacion 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 recuperacion de los mismos a la semana. Con suero a 4°C no
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hay sefial valorable de ATP y aumentos de Pi, PME y PDE; con suero a 20°C hay alguna sefial de ATP y
aumentos de Pi, PME y PDE; con la hipotermia intermedia se aprecia sefial de ATP, pérdida de PCr y
aumentos de Pi, PME y PDE. A la semana, utilizando el suero a 20°C no se aprecian picos valorables de
ATP y PCr, con persistencia de Pi y gran cantidad de PME y PDE; con suero a 4°C aparece sefial clara de
ATP, PCr y persistencia de Pi, PME y PDE; con la hipotermia intermedia hay claras sefiales de ATP y
PCr, persistencia del Pi y menor cantidad de PME y PDE, Fig.151 a 170.

Swartz (212), en 1978, en estudios del musculo vasto lateral de la pata de una rata, dejando intacto el
nervio cidtico para eliminar el efecto de la denervacién sobre el metabolismo de los fosfatos ricos en
energia del masculo, analizados mediante cromatografia con liquido a alta presiéon de Brown (19), ha
obtenido los valores de AMP, ADP y ATP para comprobar ¢l funcionamento posterior de la extremidad
en ¢l periodo de recuperacién. Respecto a los valores de ATP de las patas amputadas y mantenidas en
isquemia durante 5 horas, conservadas a temperatura ambiente (22°C), en unbafio helado (1°C) y
refrigeradas (4°C), observd que el misculo mantenido a temperatura ambiente contenia el 5% del ATP,
mientras que los otros dos métodos de conservacion tenian el 14% de ATP. Esto se explica por el efecto
protector del frio sobre el musculo isquémico. En estos experimentos (212) se aprecian unos
niveles de ATP normales durante la primera hora de isquemia observando un descenso rapido en la
segunda. Esta veloz caida no se¢ evitd con el almacenamiento a temperaturas frias (por debajo de 4°C). A
la vez, después de la primera hora, se produce un descenso lineat del pH, que corresponde al cese de la
fosforilacion oxidativa y el comienzo de la glucolisis anaerobia y la produccion de lactato, alcanzando
su punto mas bajo, pH de 6,12, a las 6 horas. Con el restablecimento de la circulacién, en extremidades
mantenidas en isquemia durante 3 horas, los valores de ATP y pH se recuperan en 24 horas, debido al
lavado del acido lactico y al restablecimiento de la fosforilaciéon oxidativa por medio de reacciones
enzimaticas intactas. En patas con isquemia de 6 horas a temperatura ambiente no se observé la
recuperacion anterior. En la isquemia normotérmicala funcidn muscular es satisfactoria si la
revascularizacion, y la circulacidn, se realizan dentrodelas 3 horas post-isquemia. Y el ATP no
ascendera al 50% del valor control hasta doce dias después de realizado el reimplante (212). Para otros
es normal a los siete dias (111).

Eisenhardt (59), en 1984, ha comunicado que los valores de ATP 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 seccion
del nervio cidtico.

Kihira (111), en 1991, comprobd mediante HPLC, en un modelo experimental en ratas con seccién
del nervio ciatico, que los valores de ATP descendian al 63% en un grupo control no isquémico sin
reimplantar, con respecto al grupo control. Enel grupo de reimplantes, los valores eran similares al
anterior tras una isquemia fria de 9 horas, pero descendian al 61% a las 12 horas.

Rubin (179), en 1992, mediante HPLC, en experimentos en perros con 5 horas de isquemia
normotérmica y reperfusion durante 1 a 48 horas, comprobé un descenso de PCr y ATP y un incremento
de AMP y ADP. Tras la reperfusion, se recuperaron los valores basales de PCr, AMP y ADP
permaneciendo descendido el ATP, con una disminucién total del contenido de los nucleotidos. En los
musculos con necrosis minima, la PCr ascendio a los niveles basales, el AMP y ADP se normalizaron y el
ATP se incremento después de | hora de reperfusion, estando en niveles pre-isquémicos a las 2 horas. En
musculos con necrosis moderada, la PCr se recuperd después de | hora pero el ATP descendio,
elevandose a las 48 horas sin llegar a cifras basales. En misculos muy necréticos, el descenso del ATP
fue muy superior que en los otros grupos, no recuperandose después de la reperfusion. EI ADP
descendid al perfundir. El AMP disminuyd durante 1a isquemia, se normalizé a la hora de reperfundir y
se elevo durante 48 horas mas. La PCr aument$ después de 1 hora de reperfusion, conservando niveles
del final de la isquemia durante 48 horas.

Skejeldal (198), en 1992, describié un descenso del ATP tras 4 1/2 horas de isquemia. El descenso del
ATP era similar a temperatura ambiente (21,7°C) como con congelacion (1,2°C), con un aumento inicial
del pH en el musculo en hipotermia, lo que sugiere que el efecto protector de la hipotermia no ¢s por
descenso del metabolismo sino por la alcalinizacion inicial que se produce en las células isquémicas, que
mitigaré la acidosis posterior.

Thnken (100), en 1996, demostrd descensos del ATP después de 6 horas de isquemia. Con reperfusién
sin conirol el descenso del ATP fue muy superior (por alteracion del metabolismo respiratorio y
reduccion del metabolismo de la glucosa).

Estudios de Hoult (99), utilizando técnicas de RNM en musculos intactos de ratas, han mostrado

que después de una amputacién los niveles de PCr descienden de una manera lineal, hasta unos valores
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insignificantes, en una hora y media. Noha desaparecido ain la PCr cuando los niveles de ATP
empiezan a descender, desapareciendo la mitad a las 3 horas. Y ¢l pH muscular cae hasta 6,2 en el mismo
periodo de tiempo, acelerando su descenso después que el contenido de PCr es casi cero, a la hora y
media, relacioniandose con el comienzo del metabolismo anaerobio vy la produccidn de lactato.

Osterman et al (155), en 1984, estudiaron la tolerancia del musculo esquelético a la isquemia,
analizando los niveles de los fosfatos de alta energia utilizando la espectroscopia del P-31 con RN.M.
Reconecen que los niveles de ATP son unos parametros seguros en la identificacion del grado de lesion
muscular debido a Ia isquemia. A mayor grado de lesidbn muscular, mayor pérdida de ATP y mayor
fificultad para recuperarlo.

Las reacciones basicas de la isquemia y de la hipoxia en el musculo esquelético activo, bajo
condiciones aerobicas y anaerdbicas, 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 musculo contraido, con
incrementos del Piy sin alteraciones en las concentraciones del ATP durante mucho tiempo.

Los niveles de ATP 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 concentracion de ATP y una acidosis a medida
que comienza la glucolisis anaerobia (212). En el miocardio canino la caida acelerada del ATP se nota
tras 1 hora de isquemia norrnotérmica (107,212). Tras la reperfusion, a los 30 minutos los valores de PCr
son normales, pero lascifras del ATP estan por debajo del 50%, observandose un descenso
simultaneo en el consumo de oxigenoyenla contractilidad miocardica, originados por las
alteraciones metabolicas que incapacitan al musculo cardiaco para utilizar el oxigeno disponible.

Eckert (55), en 1991, estudio muestras del musculo pectoral en humanos y del lattisimus dorsi en
perros y observo que el ATP siempre desciende su concentracién después de desaparecer la PCr. En
humanos, con isquemia de 135 minutos y temperatura de 34°C el ATP podia recuperarse al revascularizar
el misculo; con 205 minutos no se recuperaba y el musculo quedaba dafiado de manera irreversible. Al
comparar con la PCr, comprobé como con una isquemia a 36°C desaparecia en 110 minutos y el ATP
a los 180 minutos, aumentando hasta los 270 minutos con isquemia a 26°C y ¢l ATP hasta los 360
minutos. Concluye que el periodo de isquemia que puede considerarse como critico en misculos

esqueléticos del hombre esta en las 2,25 horas a 34°C y en 5 horas con temperaturas inferiores a 26°C.
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Los estudios de Wolff (232}, en 1993, demuestran que los musculos esqueléticos de  injertos, en
solucion salina a temperatura ambiente, pueden ser viables con 3 horas de isquemia. Entre 3 y 4
horas de isquemia los considerables dafios en el metabolismo energético sélo son recuperables después de
12 horas. Con mas de 4 horas de 1squemia hay una completa pérdida de las reservas energéticas, con
unas seftales mas débiles de ATP. La acumulacion de glucofosfatos y el incremento de la
acidez sefialan la progresiva glucolisis anaerdbica, y un valor de pH de 6 parece ser crucial para la
supervivencia del injerto, ya que con 6 6 menos de pH las lesiones son irreversibles.

El estudio de la respuesta neuromuscular con el Tof-Guard ha demostrado que los tiempos de 3
horas presentan mejor recuperacion que tiempos de 4 y 5 horas, que presenta la menor respuesta, Con la
técnica de la hipotermia intermedia se consigue la mejor recuperacion al cabo de una semana de la
isquernia, con menor recuperacion con suero a 4°C y la minima se obtiene con suero a 20°C, Fig.171 a
219,

Enlentecimientos de la velocidad de conduccion nerviosa y disminucion de la amplitud del potencial
de accion, como resultado de la isquemia, compresiones, etc., han sido descritos por diversos autores
{(30,130,134). El descenso de la amplitud del potencial de accion se atribuye, por la mayoria, a la
disminucion de! nimero de unidades motoras funcionantes (se sabe que la uniéon neuromuscular, no el
nervio en si mismo, es el segmento de la unidad motora mas sensible a la hipoxia, por alteraciones de los
vasos mas pequeiios) (6,37,130). Mediante estudios del nervie con microangiografia, tras 8 horas de
isquemnia, se descubrié que la pared endotelial se volvia porosa y que las células endoteliales de los
vasos del nervio permitian escapes deniro de la substancia axonal. El resultado es una axontmesis o
interrupcion en la continuidad del nervio, que era reversible (130). El mecanismo de la reduccion de la
velocidad de conduccion del nervio es menos claro. Algunos investigadores sostienen que las fibras de
conduccion mas rapida son mas sensibles a la isquemia, otros afirman que son las fibras de conduccidn
mas lenta, mas pequefias y no mielinizadas (37,163) y para otros la isquemia produce una reduccién de la
velocidad de conduccién de todas las fibras nerviosas (130,134). Ademis de los efectos directos de la
isquemnia, otras explicaciones posibles para la disminucién de la velocidad de conduccién nerviosa
observada incluyen efectos de la temperatura, toxicos, la presion y la acidosis (134,231).

En algunos experimentos, se ha comprobado comao la capacidad del musculo para contraerse, con
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posterioridad a una estimulacion eléctrica, disminuye después de 3 horas de isquemia normotémmica y
desaparece tras las 6 horas (212).

Lieber (127), en 1990, aprecio una reduccién del 70% de la fuerza muscular, alas 48 horas, después de
2 horas de isquemia con torniquete en cirugia de la rodilla.

Pedowitz (163), en 1992, en isquemias de 2 horas, observé que con presiones de 350 mmHg la
velocidad de conduccion nerviosa se recuperaba a las 24 horas, pero con presiones de 1000 mmHg no se
recuperaba. Y ésto estd relacionado con lesiones intensas de la mielina, ya que la sensibilidad de los
nervios a la isquemia depende del didmetro de sus fibras.

Por investigaciones experimentales con sindromes compartimentales, se ha demostrado que los
contenidos del compartimento tibial anterior de la pata del perro (circulacién, funcion muscular y
conduccion nerviosa), son muy susceptibles a los cambios en la presion dentro de diche compartimento
(176), y se ha comprobado que el nervio peroneal es mas sensible que el musculo esquelético a los
cambios de presion dentro de un compartimento cerrado; ademas, Ia proporcién en la reduccion de la
velocidad de conduccidn del nervio depende de la presion existente dentro del compartimento (85,176).
En la isquemia combinada que se produce, del nervie y del misculo, el nervio degenera seguido por una

atrofia y fibrosis del masculo (130,176).

La meta especifica de este estudio ha sido determinar el mejor método de perfusiéon y el maximo
tiempo de hipotermia que resistirian las extremidades  amputadas, para que fueran funcionales al
reimplantarlas, usando extremidades posteriores de conejos perfundidas con suero fisioldgico a
tres temperaturas (20°C, 10°C o hipotermia intermedia y 4°C).

Para este fin, se ha procedido a la medicidon de distintos parametros bioquimicos, serologicos
y los metabolitos de los fosfatos de alta energia, asi como la evaluacion histologica, con microscopio
optico y electrénico, que han sido apropiados e informativos, pero que aislados no nos ayudan a conocer
la verdadera capacidad funcional del misculo. Por ello, la medicién de la contractilidad muscular
mediante estimulacidn eléctrica, a Jos 7 dias del reimplante, relacionandola con los pardmetros anteriores
si nos proporcionan ¢l mejor indice funcional de una extremidad.

Y se ha comprobado que la conservacion de una extremidad en isquemia durante 5 horas
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perfundiéndola con suero fisiologico y utilizando la técnica de la hipotermia intermedia, es el tiempo
maximo en el cual dicha extremidad podra ser funcional al reimplantarla, siendo éste método de
conservacion el optimo, habiendo quedado demostrado mediante la comparacidn con otros métodos de
conservacion de extremidades (a temperatura ambiente o por perfusién de suero frio-helado) en un mismo

modelo experimental.
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5.1. CONCLUSIONES

1.- Desde un punto de vista metabdhco-funcional, el método optimo para el enfriamiento de
extremidades mantenidas en isquemia es la hipotermia intermedia, perfusion con suero a 10°C. En
periodos de isquemia de 3, 4 y 5 horas ha mostrado una menor alteracidon metabdlica e histologica y
un mejor indice de recuperacion funcional de la extremidad, mas notorio cuanto menor sea el tiempo de
Isquemia.

2.- El edema de la extremidad ha sido siempre menor, con una mejor recuperacion del mismo, en
periodos de isquemia de 3 horas, en comparacién con tiempos de isquemia superiores. La perfusion
con la técnica de la hipotermia intermedia, suero a 10°C, produce un menor edema y una desaparicién
casi total del mismo a la semana, comparandolo con los otros dos métodos de perfusion, mas manifiesto
con mayores tiempos de 1squemia.

3.- La perfusion mediante la técnica de la hipotermia intermedia produce menores descensos del
pH y una mejor recuperacion del mismo, mas manifiesto con menores tiempos de isquemia (p<0,001),
que la perfusién con suero a 4°C y a 20°C.

4.- La disminucion durante los periodos de isquemia de los valores de glucosa, urea, calcio y potasio
y su recuperacion a la semana se obtienen de manera mas favorable perfundiendo con suero a 10°C
(p<0,001) y con menores tiempos de isquemia. La perfusion con sueros a 4°C ya 20°C originan
alteraciones muy parecidas, con menor recuperacion de los valores con suero a 20°C.

5.- Las variaciones de los valores de la GOT, LDH y CPK estan muy relacionadas con la temperatura
de perfusion y el tiempo de isquemia (p<0,001). El enfriamiento de la extremidad con suero a
10°C, hipotermia intermedia, origina las menores alteraciones y una mejor recuperacién de los valores,
proximos a los basales, al cabo de la semana.

6.- La perfusion con suero a 4°C y a 20°C originan descensos importantes de los mismos, con un
comportamiento inverso. Con tiempos de isquemia de 3 y 4 horas la perfusién con suero a 20°C
presenta mayores alteraciones que la perfusion con suero a 4°C; con 5 horas de isquemia sus efectos son

al contrario.
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7.- Conel microscapio 6ptico, la presencia de fibras necrosadas, depositos calcicos, infiltrado
inflamatorio y grasa en las fibras lesionadas y en los macréfagos en las diferentes téenicas de
tincién, y fibras con vacuolas y/o rotasy desorganizacion intermiofibrilar con las técnicas
histoquimicas, son indicativas de lesion irreversible del musculo si son generalizadas.

8.- En el microscopio electrénico, la presencia de fibras musculares con vacuolas, rotas y con edema
intersticial, mitocondrias balonizadas y con cuerpos densos en su interior, pérdida de glucogeno y
sistema reticular dilatado, pérdida de la alineacion de la sarcomera, fibroblastos interfibrilares, vasos
con vesiculas de pinocitosis en la pared, destruccion parcial de la célula endotelial y aumento del
espacio perinuclear, y nervios intramusculares con rarefaccion de la mielina, son indicativos de lesion
irreversible del musculo al ser generalizadas.

9.- La presencia en los nervios femorales, estudiados con microscopia electronica, de homogenizado de
la vaina de mielina, vacuolas, picnosis nuclear y zonas de rotura, son signo de lesion irreversible.

10.- Las lesiones histologicas mas importantes se han producido al perfundir con suero a 4°C, menores
con suero a 20°C, aunque muy parecidas, y las menores lesiones se han observado al perfundir la
extremidad con suero a 10°C. Y con tiempos de isquemia de 3 horas las lesiones son minimas o
inexistentes, siendo muy graves y mas generalizadas con tiempos de isquemia de 5 horas.

11.- La perfusién mediante la técnica de la hipotermia intermedia, suero a 10°C, origina menores
alteraciones y mejor recuperacion de los niveles de AMP (p<0,007), ADP (p<0,003) y ATP (p<0,00003)
que la perfusion con suero a 4°C y 20°C, en estudios con HPL.C.

12.- A la semana, la recuperacién muscular después de perfundir con suero a 10°C es mejor en todos los
tiempos de isquemia y con todas las estimulaciones (p<0,0001); con suero a 4°C y estimulacién con 10
mA se produce la misma recuperacién que con suero a 20°C, pero conel resto de estimulaciones y
tiempos es mejor su porcentaje (p<0,001); con suero a 20°C apreciamos las peores recuperaciones

(p<0,001).
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