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La cirugia de extremidades bajo isquemia

Historia

La realizacion de la isquemia programada, habitualmente mediante la aplicacion de un
manguito de presion, es hoy en dia un procedimiento rutinario en la cirugia de miembros,
especialmente en Cirugia Ortopédica y Traumatologia, al ofrecer un campo quirargico
libre de sangre, que facilita la diseccién anatomica y visualizacion de estructuras. Sin
embargo, el desarrollo de sistemas de isquemia estuvo inicialmente orientado a la
disminucion de hemorragias desde las cirugias mas primitivas de amputacion de
extremidades. Repasaremos brevemente los diversos procedimientos desarrollados a lo

largo de la historia.

Primeros pasos

Aunque hay evidencia de la practica de amputaciones desde la era neolitica, los primeros
ingenios para controlar la hemorragia durante las mismas datan de la época greco-romana.
Archigenes y Heliodoro, contemporaneos de Celso (s. Il DC), utilizaban bandas de tela
apretadas proximal y distalmente a la zona de incisién, atadas con un sélo nudo simple.
Probablemente, esto controlaba unicamente el sangrado venoso, pero conceptualmente
suponia un avance respecto a su antecesor Hipdcrates (s. V-1V aC), quien creia que realizar
la amputacion “siempre por la parte muerta, con cuidado de no dafar tejido sano” era la

mejor manera de sufrir un menor sangrado®.

Siglos XVI a XVIII

Tras un largo periodo sin avances significativos, no es hasta el s. XVI cuando Ambrosio
Paré (1510-1592) sugiri6 la colocacion de “una goma fuerte y gruesa parecida a la que
usan las mujeres para recogerse el pelo”, por encima del lugar de la incision, indicando
ademas que la misma debia realizarse siempre sobre tejido sano (de ahi, “cortar por lo
sano”). Describid como este tipo de banda ayudaba a “controlar la hemorragia, disminuir el

dolor y retener la méaxima cantidad de piel y misculo para el mufién™?, ya que las
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amputaciones en aquella época se realizaban aln sin anestesia, y la retraccion muscular a

causa del dolor era muy considerable.

La descripcion del sistema sanguineo por Harvey (1578-1657) en 1616, basandose en los
trabajos de Miguel Servet (1511-1553), ayudo a desarrollar mejores sistemas de control del
sangrado. De esta forma, el siguiente paso consistié en la adicion de una barra enrollada a
la goma que permitia aumentar la constriccion realizada (figura 1). Este invento, que se
conoci6 como el “cabestrante espafiol” (Spanish windlass), se atribuye alternativamente a
William Fabry de Hilden (1560-1624) y a Etienne Morel (1648-1710)°. Este Gltimo,
médico militar francés, habria disefiado este dispositivo durante las numerosas
amputaciones que tuvo que realizar durante el asedio de Besagon (1674), en el cual la
ciudad, pasados 201 afios bajo dominio espafiol con los Habsburgo, fue conquistada para el
reino de Francia por Luis XIV tras 26 dias de asedio.

Figura 1. Fotografia de una reproduccion de un “cabestrante
espafiol” como los que utilizé Etienne Morel. El dispositivo
permitia un cierto control de la presion ejercida, que
aumentaba a medida que se giraba la barra.

También es en el siglo XVII cuando se empez6 a utilizar el término de torniquete, que se
mantiene hasta nuestros dias, para denominar a estos ingenios para limitar la hemorragia.
Jean Louis Petit (1674-1750) desarroll6 un nuevo modelo que afiadia a la banda alrededor
del miembro un tornillo que permitia aumentar la presién y, lo que es mas importante,
mantenerla sin necesidad de un ayudante (figura 2). Debido al funcionamiento del aparato,

con los giros del tornillo, se dio en llamar torniquete, del francés “tourner” (girar)*.
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Figura 2. Dibujo del libro ”lllustrations of the Great

Operations of Surgery” de Charles Bell (Londres, 1821),

que muestra la ejecucion de una amputacion. Durante la

misma se emplea un torniquete como lo describié Jean
¢ w Louis Petit. El tornillo mantenia la presion suficiente sin
\ 4 | necesidad de un ayudante.

Siglo XIX

Durante el siglo XIX se introdujeron multiples variaciones del anterior torniquete, con una
aceptacion cada vez mayor entre los cirujanos. En este sentido, se considera que fue Joseph
Lister (1827-1912), en 1864, el primero en emplear la isquemia provocada para
intervenciones distintas de la simple amputacién, ya que describié las bondades de un

campo libre de sangre para la exéresis precisa de un tuberculoma en la mano®.

No obstante, la consecucion de un campo verdaderamente exangie no podia conseguirse
mediante la simple aplicacion de un torniquete proximal, debido a la remanencia de toda la
sangre en el circuito venoso. De manera que durante el siglo XIX se fueron proponiendo
métodos para vaciar el miembro de la sangre venosa, desde la simple elevacion propuesta
por Lister hasta la aplicacion de otro instrumento presente en nuestros dias: Johann
Fierdrich August von Esmarch (1823-1908) desarrollé la banda elastica que lleva su
nombre y que arrollado a la extremidad a intervenir, permitia someterla a una tensién
suficiente para evacuar completamente toda la sangre previamente a la colocacion de un
torniquete. Esta innovacién posibilitaba no sélo disponer de un campo realmente libre de
sangre, sino que ademas evitaba una pérdida sanguinea innecesaria y considerable®. La
venda o banda de Esmarch tuvo una enorme aceptacion, y fue utilizada como torniquete
en si misma; incluso para isquemias a niveles inconcebibles hoy en dia, como la isquemia
"de Ribera-Momburg™ a nivel abdominal para cirugias ginecologicas y desarticulaciones
coxo-femorales’ (figura 3) o la isquemia de Trendelemburg para cirugia de cadera y
hombro, consistente en arrollar la venda por encima de una aguja transfixiante a través de

piel y fascias de la parte mas proximal del miembro, evitando asi el desplazamiento distal

11
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de la venda® (figura 4). Hoy en dia la banda de Esmarch sigue utilizandose para exanguinar

el miembro previamente a la cirugia.

e TR

Figura 3. Fotografia que ilustra la utilizacion de la venda de
Esmarch alrededor de la cintura para provocar la llamada
isquemia "de Ribera-Momburg", que dejaba sin riego la
pelvis y las extremidades inferiores, y fue empleada
especialmente para cirugias ginecoldgicas y
. desarticulaciones coxo-femorales.

Figura 4. Fotografia demostrando la aplicacién de la venda
de Esmarch segun el método de Trendelemburg. La venda
podia colocarse en la parte mas proximal del miembro,
pues la aguja que se pasaba de forma transfixiante a través
del plano miofascial impedia su migracion distal. Este . < :
método fue empleado para realizar bajo isquemia

intervenciones en cadera y hombro, casi siempre de \u
desarticulacion.

Siglo XX

Sin embargo, todos los sistemas de torniquete descritos presentaban multiples
complicaciones, destacando la aparicién de dafios neuroldgicos y necrosis muscular por
una presion excesiva, y la dificultad para ponerlo o quitarlo rapidamente si fuese necesario.
Con intencion de disminuir estas complicaciones, Harvey Cushing (1869-1939) ide6 en
1904 el primer manguito neumatico. Modifico los esfingomandmetros de Riva-Rocci para
medir la tension arterial recientemente descritos, conectdndoles una bomba de bicicleta
para facilitar un inflado rapido, y adaptando un mandmetro para monitorizar la presién
gjercida (figura 5). Cushing, padre de la neurocirugia, llegaba a emplear sus
esfingomandmetros alrededor del craneo para disminuir el sangrado de la incision cutanea

en las craneotomias®.

12
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Figura 5. Dibujo de la patente de un manguito neumatico
desarrollado en 1914, a partir del disefio de Cushing. Una
bomba de aire permitia incrementar progresivamente la
presidon que ejerce el manguito, y esta presion estaba por
otra parte monitorizada a través de un mandémetro
conectado al circuito.

Durante el restante siglo XX, las indicaciones del manguito de isquemia se fueron
restringiendo en el medio hospitalario a la cirugia de extremidades, excluyendo las cirugias
muy proximales, de hombro y de cadera. Las complicaciones, mas frecuentes en los
inicios, solian derivar del mantenimiento de una presion excesivamente alta y/o durante
demasiado tiempo, incluyendo desde el autolimitado Sindrome postorniquete (debilidad,
parestesias, palidez y rigidez), hasta el grave Sindrome compartimental y el compromiso
sistémico por rabdomiolisisi®. Progresivamente, la generalizacion de recomendaciones
como no realizar isquemias de mas de 2-3 horas ni a presiones superiores a 100mmHg por
encima de la sistolica del paciente han ido disminuyendo drasticamente la frecuencia y
gravedad de las complicaciones!. A ello también han colaborado sucesivas mejoras en el

disefio®?,

El torniquete en la guerra y en catdstrofes

Mencion aparte merece el papel del torniquete en la medicina militar, donde ha tenido una
rica tradicion histdrica. Dejando aparte su uso histérico en las amputaciones, de las que ya
hemos hablado, desde el siglo XIX empezd a ser empleado también por su papel para

cohibir las hemorragias de los heridos en el campo de batalla.
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Tenemos constancia de la inclusion sistematica del torniquete en los equipos quirdrgicos
de campo al menos desde la guerra civil americana®®. Parece que durante esta guerra el
torniquete pudo jugar un papel determinante. EI 6 de abril de 1862, durante la batalla de
Shiloh, el brillante general confederado Albert Sindey Johnston fue herido en una pierna
por una bala, que probablemente le secciond la arteria poplitea. No dandole importancia,
rechazo la colocacion de un torniquete por su médico personal, al que envié a atender a
otros heridos. Johnston muri6 desangrado al cabo de pocos minutos, y su pérdida significd
en palabras del presidente confederado Jefferson Davis “el punto de inflexion” hacia la

derrota del bando confederado®®.

La generalizacion de los torniquetes durante las guerras dio lugar, sin embargo, a que con
frecuencia se aplicasen de forma incontrolada durante largos periodos de tiempo,
originando complicaciones sistémicas graves. Esto generd una disputa permanente entre
los defensores de su papel salvando vidas controlando la hemorragia, y los criticos con las
complicaciones, incluso mortales, que pueden derivarse de su mala utilizacién. Aun hay
quien los considera “instrumentos diabolicos que a veces salvan la vida” *°. Por ello, su uso
fue durante largo tiempo parcialmente abandonado, o al menos no empleado de forma

sistematical®.

Desde la guerra de Vietnam, donde se estimé que el torniquete podia haber salvado a 105
(38%) de un total de 227 soldados que fallecieron debido a hemorragias en las
extremidades?’, el torniquete ha vuelto a ocupar un lugar preeminente en el equipo
sanitario militar. Y parece que la guerra de Irak ha reforzado esta tendencia. De hecho, el
recordatorio que se utiliza en el contexto del soporte vital traumatoldgico prehospitalario
(SVTPH) de la armada de Estados Unidos es actualmente «<MARCH» (hemorragia masiva
[massive bleeding], via respiratoria [airway], respiraciones [respirations], circulacion
[circulation] y traumatismo craneoencefalico [head injury]), mas que el de «ABC» (via
respiratoria  [airway], respiracién [breathing] y circulacion [circulation]), en
reconocimiento del hecho de que la amenaza principal para la supervivencia en el campo

de batalla es la hemorragia masiva y que este problema se debe atender de manera rapida’®.
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Es probable que su uso prehospitalario se generalice en conflictos bélicos y de catéstrofes,

como ha ocurrido en el medio hospitalario®®.

Situacién actual

Con algunas mejoras en el disefio, y modelos que mantienen la presion ejercida con control
electrénico, destacando en este sentido las aportaciones de McEwen?, el manguito
neumatico ideado por Cushing constituye, mas de un siglo después, el sistema gold
standand para instaurar una isquemia programada en miembro superior e inferior. La gran
ventaja que esta isquemia aporta, es un campo exangie que facilita la diseccion anatdmica

e identificacion de estructuras.

Las sucesivas mejoras han permitido optimizar el control sobre la presion ejercida y
disminuir las complicaciones derivadas del uso de manguitos de isquemia, y en general
puede decirse que los efectos adversos que son importantes son muy escasos, y que los

efectos adversos que son frecuentes no son graves.

Repasaremos las indicaciones y contraindicaciones actuales de uso del manguito de
isquemia, su fundamento de uso, su fisiopatologia, y la evidencia experimental y clinica

del dafio producido con su uso.

Indicaciones

El uso de la isquemia estd tan extendido en la cirugia programada de extremidades de
Traumatologia y Cirugia Ortopédica, que resulta facil caer en la generalizacion de que esta
siempre indicada. Sin embargo, deberia ser considerada en todo momento como un
instrumento que nos aporta la ventaja de disponer de un campo quirtrgico exangle, pero
que tiene también unos efectos nocivos, por lo que su uso deberia estar supeditado a un

correcto balance de riesgos-beneficios?:.

La primera consideracion es que la isquemia precisa la colocacion de un manguito de

presion, y el espacio fisico que éste ocupa limita proximalmente el campo quirargico. De
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esta forma esta universalmente aceptado que la cirugia sobre hombro y cadera se haga sin
isquemia, por no disponer de espacio para poder ubicar un manguito de presion proximal.
Procedimientos como la isquemia de Ribera-Momburg o el sistema de Trendelemburg,
ideados en el siglo XIX para cirugias muy proximales estdn completamente abandonados,
por la comorbilidad y los inaceptables riesgos vasculonerviosos que conllevaban. A pesar
de que clasicamente se ha recomendado colocar siempre el manguito lo méas proximal
posible en el miembro, aun cuando la cirugia vaya a ser muy distal (mufieca-mano y
tobillo-pie), recientemente esta ganando popularidad la indicacion de colocar el manguito
de isquemia tan distal como lo permita la cirugia, en antebrazo?, mufieca®®, pierna®* o
tobillo®®. La ventaja tedrica consistiria en no someter a isquemia a mas cantidad de tejido
que el minimo necesario. En cualquier caso aun no hay evidencia concluyente para
recomendar este posicionamiento del manguito, frente a la historica y actualmente muy
mayoritaria colocacion proximal®®, y se hacen necesarios nuevos estudios de calidad

comparando ambas posibilidades?’.

Por otra parte, hay que cuantificar los beneficios de operar bajo isquemia. La ventaja
indiscutible, que hemos mencionado ya, es la obtencién de un campo libre de sangre. Esto
puede ser considerado en algunas cirugias s6lo como un “lujo” o una comodidad para el
cirujano®, pero en otros casos puede decirse que es imprescindible, sobre todo en lo
relativo a las cirugias de la mano, donde la complejidad anatdmica, rica vascularizacion e
inervacion, y graves secuelas que cada pequefio dafio a estructuras nobles puede acarrear,
hacen que operar sin isquemia pueda constituir un gran riesgo. En este sentido se atribuye a
Bunnell, unos de los padres de la cirugia de la mano, la sentencia de que “es tan dificil
operar en una mano sin isquemia como componer la maquinaria de un reloj dentro de un

frasco de tinta”?°.

No obstante, otras ventajas tedricas de la isquemia estan en entredicho. Aunque
histéricamente, y todavia hoy, se ha postulado que la mejor visualizacion de estructuras
anatomicas conlleva un menor tiempo de cirugia®, al menos dos estudios de nivel de
evidencia | en extremidad inferior —osteosintesis de fracturas de tobillo y artroscopias de

rodilla -3132 y una revision sistematica en extremidad superior®®, concluyen que no hay una
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diferencia significativa, en cuanto a tiempo quirurgico, entre operar con o sin isquemia. Lo
mismo cabe decir respecto al sangrado, con estudios de calidad que no encuentran

diferencias significativas entre la cirugia con o sin isquemia3**®,

Por tanto, la indicacion actual para realizar una isquemia deberia ser, Unicamente,
conseguir un campo libre de sangre, con las ventajas en cuanto a diseccion anatomica e
identificacion de estructuras ya mencionadas. Y estas ventajas deberian ser siempre
contrapesadas con el dafio que origina, y que luego analizaremos en detalle.

Contraindicaciones

No hay publicadas, hasta donde ha llegado mi busqueda bibliogréafica, contraindicaciones
absolutas para el uso de manguitos de isquemia, o de utilizacion de la isquemia en general
en cirugia de miembros. Si hay descritas una serie de contraindicaciones relativas, que se

enumeran de forma no exhaustiva en la tabla 1.

Tabla 1. Contraindicaciones relativas al uso de manguitos de isquemia

Categoria Condicion patoldgica

Riesgo de diseminacion de un *Trombosis venosa profunda

roblema local ., .
P *Infeccidn concomitante

*Cirugia oncoldgica

Lesion local subyacente *Quemaduras, abrasiones, heridas quirurgicas, u otras
soluciones de continuidad en la piel bajo el manguito.

*Sospecha de sindrome compartimental

*Lesion previa muscular, nerviosa o vascular

Enfermedades sistémicas *Arteriosclerosis severa
*Enfermedades del colageno
*Anemia falciforme

*Artritis Reumatoide agresiva

*Diabetes Mellitus muy evolucionada

Adaptada de Estebe JP. The pneumatic tourniquet. Surgical techniques in orthopaedics and traumatology (EFORT). En:
DuParc J, editor. Elsevier; 2002
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En general, podemos decir que hay que tener una especial precaucion en las siguientes

situaciones:

Existencia de un problema local (trombosis, neoplasia, infeccion...), que puede
extenderse al resto del cuerpo por la aplicacion de un manguito de isquemia, y sobre
todo si se realiza una exanguinacion previa con una venda de Esmarch.

Presencia de lesion previa en los tejidos bajo el manguito, que pueda exacerbarse con
la presion ejercida por el manguito de presion (quemaduras, sindrome
compartimental...).

Concurrencia de enfermedades o condiciones sistémicas que hagan que los tejidos
sometidos a compresion presenten especial vulnerabilidad (hemdlisis en anemia

falciforme, fragilidad vascular en colagenopatias...).

No hay criterios establecidos de forma firme para ninguna de las situaciones sefialadas,

tratindose siempre de “recomendaciones de expertos”, basadas en la experiencia y

también en el sentido comdn.

Por su frecuencia y caracter en ocasiones silente, la arteriosclerosis puede ser la

posibilidad que debemos tener mas presente. En ese sentido, se recomienda valorar un

estudio vascular complementario, o valorar el no uso del manguito de isquemia, en

aquellos pacientes en los que se aprecian calcificaciones vasculares obvias en las

radiografias, o ausencia de pulsos distales, sobre todo en el miembro inferior*®. Ambas

exploraciones deben realizarse de forma sistematica en cualquier paciente para el que se

plantee una cirugia bajo isquemia.

Fundamento

El fundamento fisico sobre el que se basa el manguito neumatico, o cualquier otro

torniquete o dispositivo externo destinado a logar la isquemia de un miembro, es sencillo:

aplicar de forma exdgena una fuerza tal, que sea capaz de ocluir la luz del vaso o los vasos

arteriales del mismo. Esta fuerza, traducida habitualmente a presion, se dispersa desde el
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punto en que es aplicada hasta la luz de los vasos que pretende ocluir, ya que se transmite a
través de la piel, de la grasa, del masculo y de otros tejidos que rodean a las arterias de las
extremidades. Por lo tanto, para que sea efectiva, la presion ejercida ha de ser siempre
superior a la tension arterial sistolica, aunque en grado variable en base a distintas
consideraciones, como el diametro de la extremidad o la anchura del torniquete, que
iremos desgranando. Conceptualmente, la presion exdgena minima que es capaz de ocluir
la luz arterial, en cada caso concreto, se denomina Presion de Oclusion Arterial (POA, o

AOP en sus siglas en inglés).

Variables a considerar

Es dificil realizar una lista completamente exhaustiva de todas las variables que pueden
intervenir en la efectividad que un manguito o dispositivo de isquemia tengan para lograr

su objetivo. Los mas importantes serian los siguientes:

Presion ejercida por el dispositivo.

Desde luego es una de las variables fundamentales. La fuerza que ejerza el dispositivo
determina la presion inicial que va a ir perdiéndose antes de alcanzar el vaso. Una de las
ventajas principales del manguito neumatico con control electrénico, es que conocemos
con exactitud la presion que estamos ejerciendo, y que en base a otras consideraciones que
iremos analizando, podemos regular de forma que sea la minima necesaria. Esto evitara

dafios innecesarios por emplear una presion mayor de la debida.

No puede decirse lo mismo de otros dispositivos de isquemia, como los empleados en
primeros auxilios o como la aplicacion de la venda de Esmarch a modo de torniquete, en
los que desconocemos cuanta presion estamos ejerciendo. Este tipo de dispositivos se
suelen emplear cuando no hay otra alternativa, como puede ocurrir en el medio

extrahospitalario®.
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Diametro de la extremidad

Aunque es obvio e historicamente reconocido que el incremento del didmetro de una
extremidad requiere una mayor presion del torniquete 0 manguito para ejercer su efecto®,
no es hasta la década de los 80 cuando se empieza a estudiar de forma mas reglada esta

relacién, con vistas a optimizar las presiones de inflado del manguito.

En este sentido destaca el trabajo de Shaw y Murray en 1982% que tras un estudio
experimental en extremidades inferiores de cadaveres donde se registraba la presién en un
punto central de la extremidad para una presion de manguito dada, desarrollaron el

nomograma reproducido en la figura 6.

500 —
t
| TOURNIQUET
4 00T PRESSURE
w L (mm Hg)
w0
@ |
m -
5;300 [ Figura 6. Nomograma que relaciona la presion
o i registrada en la profundidad de la extremidad
% 200 | (tissue pessure), ante la aplicacion de una presion
g i L S — 300 de torniquete determinada (tourniquet pressure) y
; i ! para diferentes perimetros del muslo (leg
= ~ 1 . .
100 b | 200 circunference)
L ﬂ\]\]__ 100 Tomado de Shaw JA y Murray DG. The relationship
C | | . | | between tourniquet pressure and underlying soft-
0o 30 a0 5 o tissue pressure in the thigh. J Bone Joint Surg Am
LEG CIRCUMFERENCE (cm) 1982;64:1148-1152)

Empleando un manguito de presion estandar de 8,5cm de anchura, estos autores concluian
que con el aumento del didmetro de la extremidad, crece de forma consistente la dispersion
de la fuerza ejercida de forma que en el punto méas profundo de la extremidad hay una
presidn menor que la ejercida aplicada de forma exdgena. Observaron ademas que esta
dispersion no seguia una relacion lineal, sino que era discreta para diametros pequefios y

progresivamente aumentaba con didmetros mayores, de forma exponencial.
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Composicion de los tejidos subyacentes
En este punto comienzan a introducirse variables de muy dificil analisis, como son el
distinto comportamiento que los distintos tejidos del cuerpo pueden exhibir ante la

comprension exogena, Y su efecto en la dispersion de esta fuerza.

Aunque es obvio que no puede ser lo mismo comprimir tejido graso, fibroso, muscular, u
0seo, no disponemos de estudios que evallen estas diferencias, y normalmente es un
aspecto que se ignora en la bibliografia. Hay cambios en la composicién de un mismo
tejido, por distintas causas, que pueden variar su respuesta a la compresion exdgena; en
este sentido, la arteriosclerosis que puede producirse en las arterias disminuyendo su
elasticidad y deformabilidad es un ejemplo palmario®®. Pero incluso, una diferencia
ostensible como es la presencia de uno o dos huesos en el espesor de la seccion del
miembro, no son parametros habitualmente considerados en la literatura; en este sentido,
los defensores de una colocacion de los manguitos de presion mas distal al estandar de raiz
del miembro?> 22425 ng explican ni justifican variaciones en la presion necesaria en base
a variacion de parametros muy importantes respecto a la localizacion estandar: diametro
menor, presencia de dos huesos en pierna y antebrazo respecto a uno en fémur y humero,
menor cantidad de masa muscular y tejido graso subyacente, menor calibre del vaso
arterial etc. De hecho, se aplica el mismo principio de aplicar una presién 100mmHg por
encima de la sistélica®, y en un estudio que compara localizaciones proximal y distal se
indican las mismas presiones de manguito®. No se habla tampoco de diferencias en cuanto
a complicaciones, y el hincapié se realiza en la tolerancia al dolor, ya que la localizacion

distal de los torniquetes suelen defenderse para cirugias rapidas realizadas bajo anestesia
|0C8.|23’ 24,25, 26, 44, 45

Diserio del dispositivo

Como se ha sefialado, y dejando a un lado el tema de los torniquetes empleados de
urgencia en el medio extrahospitalario en guerras y catastrofes, hasta el dia de hoy han
llegado basicamente 2 sistemas para establecer la isquemia: por una parte, sistemas de
compresion no controlada representados por el uso de la venda de Esmarch, y por otra

parte, sistemas de compresion controlada, cuyo estandarte el manguito neumatico.
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La venda de Esmarch, como ya se ha sefialado, constituye ain hoy el gold standand para la
exanginacion del miembro, pero su anudado proximal para mantener la isquemia durante la
cirugia constituye un uso residual, precisamente por no permitir saber qué presion se esta
realizando y arriesgarse a dafios innecesarios por sobrepresion, si bien en series recientes
de registros escandinavos hay evidencia de su uso por parte de hasta un 14% de los

cirujanos ortopédicos de Noruega!.

Dentro de esta categoria de sistemas de compresion no controlada pueden enmarcarse otros
dispositivos que han ganado popularidad en los ultimos tiempos, sobre todo en extremidad
superior, y que se pueden denominar “tipo anillo con venda tubular (stockinette)”, siendo
el llamado S-MART (OHK Medical Devices, Haifa, Israel) el més frecuentemente
descrito®’ *8, Este sistema, como se puede observar en la figura 7, consiste en un anillo de
silicona, alrededor del cual se enrolla en sucesivas capas una tela eléstica, que seran

desenrolladas con ayuda de unas asas.

Figura 7. Dibujo explicativo
mostrando las partes principales
del dispositivo.

1) Anillo de siliona.
2) Tela elastica (Stockinette)
3) Asa de traccion.

Tomado de Eidelman M, Katzman
A, Bialik V. A novel elastic
exsanguination tourniquet as an
alternative to the pneumatic cuff in
pediatric orthopedic limb surgery.

J Pediatr Orthop B. 2006;15:379-
384.

Tras abocar el anillo desde el extremo mas distal del miembro, se le hace rodar en sentido
proximal tirando de las asas dispuestas a tal efecto, de forma que la tela va desenrollandose
y quedando pegada a la piel. El anillo junto con la tela, por su diametro y estructura
elastica, van realizando una compresion sobre el miembro, de forma que desalojan la

sangre en su avance. Al llegar al punto deseado a nivel méas proximal, se fija el anillo, y
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posteriormente, de forma opcional, puede recogerse la tela desplegada enrollandola en este
caso hacia proximal, o bien puede dejarse la tela extendida a modo de cobertor estéril tipo

Esteri-Drape (figura 8)*.

Figura 8. Aspecto del torniquete tipo tubular eslastico plegado (arriba izquierda), tras extender el anillo
de silicona desplegando la tela a modo de Esteri Drape (abajo izquierda) y tras plegar la tela en un
secundo anillo, a nivel proximal en el miembro (arriba derecha). Puede verse la isquemia conseguida con
el dispositivo (abajo derecha).

Tomado de Norman D, Greenfield |, Ghrayeb N, Peled E, Dayan L. Use of a new exanguination tourniquet in
internal fixation of distal radius fractures. Tech Hand Up Extrem Surg 2009;13(4):173-5

En un intento de disminuir la realizacion de sobrepresiones, se propone la utilizaciéon de
distintos diametros del anillo, en funcion del diametro de la extremidad sobre la que se va a
realizar la isquemia. En cualquiera de los casos, al concluir la cirugia se consigue la
restauracion del flujo sanguineo cortando el anillo de silicona. Los defensores de este
sistema argumentan que es rapido, que permite realizar la exanguinacion y mantener la
isquemia con un solo dispositivo, que es desechable y permite hacerlo de forma estéril, y

finalmente que permite colocar el torniquete a nivel mas proximal que el manguito de
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presion, ya que es mucho mas estrecho*® 47 48, Esto parece que puede ser especialmente
interesante en la poblacion pediétrica, con extremidades mas cortas*’. Estos autores no
aprecian mas complicaciones que las descritas con el manguito de presion. Sin embargo, se
trata de series muy cortas como para poder sacar conclusiones, y entre los inconvenientes
del sistema hay que destacar que no se controla la presion realizada, que hay que conocer
la tension arterial sistdlica y el diametro de la extremidad para escoger el didmetro de
anillo correcto —y aun asi probablemente se realizan sobrepresiones-, y que al tener una
anchura mucho menor que el manguito neumatico estandar, podria generar méas dafio a los
tejidos subyacentes. Por Gltimo, también se ha descrito una menor calidad de la isquemia,
que tiende a perderse en procedimientos de mas de una hora, quizas por pérdida de

propiedades elasticas del anillo®.

Recomendaciones de uso

A continuacién, se describen brevemente cuéles son las pautas de uso actualmente
recomendadas para realizar una cirugia de miembros bajo isquemia, en base a los
fundamentos biomecanicos que hemos ido desgranando, y en base también al balance de

dafio-beneficio.

Valoracion previa: pros y contras
Es logicamente la primera consideracion antes de ejecutar cualquier procedimiento. Debe
considerarse cada caso de forma individualizada, y contemplar que se cumplan las

indicaciones ya descritas, y no concurran las contraindicaciones también explicadas.

Pero, ademas, hay que ser muy conscientes de los beneficios y perjuicios que podemos
obtener de la utilizacién de la isquemia programada. Como ya se ha discutido, el Gnico
beneficio indiscutible que nos proporciona la isquemia es la consecucién de un campo libre
de sangre, que nos facilite la diseccion anatomica y la identificacion de estructuras; y esto a
veces es indispensable y otras veces es un “lujo”. Los perjuicios o dafios que se pueden

derivar del empleo de una isquemia van a ser ampliamente analizados los apartados
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futuros, cuando se aborden los mecanismos fisiopatoldgicos del dafio, y su repercusion

clinica.

Exanguinacion

Se entiende por exanguinacién el proceso mediante el cual se evacua la totalidad o la
mayor parte de la sangre contenida en una extremidad, antes de aplicar el manguito de
presion o torniquete que vaya a mantener la isquemia. Su finalidad, l6gicamente, es
conseguir un campo lo méas perfectamente exangue, libre de sangre, que facilite la

identificacion de estructuras y de esta manera la diseccién anatomica.

El sistema méas basico de exanguinacion es la simple elevacion del miembro, dejando que
la fuerza de la gravedad tienda a desalojar la sangre contenida en la extremidad. Este
sistema estd descrito desde los albores de la cirugia moderna, y como se ha comentado
antes fue descrito y defendido por Lister®. Aunque sélo consigue una evacuacion parcial de
la sangre, hay quien defiende que la permanencia de cierto volumen en el circuito venoso
puede ayudar a identificar las venas durante la diseccion, y asi facilitar una mejor
hemostasia®® 4%, Para cirugias sobre miembro superior se recomienda la elevacion del
mismo a 90° durante 5 minutos, y en el caso de la extremidad inferior a 45°, también
durante 5 minutos. Este gesto puede llevarse a cabo mientras la extremidad esta siendo
pintada con sustancias antisépticas y se van colocando los pafios quirdrgicos estériles,

antes de la cirugia?.,

Sin embargo, la mayoria de cirujanos prefieren emplear dispositivos que ayuden a retirar la
mayor parte de la sangre del miembro mediante la aplicacion de una presion en sentido
centripeto. En este sentido, el ingenio descrito por Esmarch®, y que lleva su nombre, la
venda o banda de Esmarch, es posiblemente el mas popular en nuestros dias. Como se ha
descrito anteriormente, consiste en aplicar dicha banda arrollada en la extremidad desde
distal a proximal, ejerciendo una presion que va ascendiendo por el miembro desalojando

la sangre contenida en los vasos (Figura 9).
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Figura 9. Fotografias donde se muestra el aspecto y la aplicacion de la banda de Esmarch. Véase ademas
cémo en la raiz del miembro esta ya colocado el manguito neumatico destinado a mantener la isquemia.

Otro sistema similar es el descrito por Rhys-Davies*, y que también lleva su nombre,
exanguinador de Rhys-Davies. Su disefio consiste en un tubo neumatico de unos 50cm de
longitud, que después de inflado a la presion deseada deja una pequefia alma a través de la
cual se desliza el miembro, de distal a proximal, sometiéndolo a una presién que va

desalojando la sangre en sentido centripeto (Figura 10).

Figura 10. Fotografias donde se muestra el aspecto y la aplicacion del exanguinador de Rhys-Davies.
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Aunque es mas rapido de aplicar que la banda de Esmarch, no puede evitar que la presion
sea menor en los puntos de menor didmetro de la extremidad, normalmente los mas acros,
y por tanto no es tan eficaz como la anterior. En cualquier caso, hay que remarcar que las
contraindicaciones sefialadas para la isquemia en puntos anteriores, son igualmente validas
para estos dispositivos de exanguinacion activa, y deberian emplearse con el mayor
cuidado o no emplearse cuando se sospeche que puedan ayudar a diseminar un problema

local, como una trombosis venosa profunda o un tumor localizado en la extremidad*®.

Finalmente, cabe realizar la puntualizacién de que, aunque se realice una exanguinacion
minuciosa de la extremidad, y se coloque adecuadamente el manguito de isquemia o
similar, la sangre que se consigue movilizar es solo la que tiene localizacion extradsea, y
que siempre queda una pequefia coleccion de sangre en el circuito intradseo, sangre que
queda protegida de la compresion exdgena porque la carcasa 6sea solida dentro de la cual
asientan, no cede e impide su colapso®?. Esto normalmente tiene poca importancia clinica,
pero obviamente hay que tenerlo en cuenta, sobre todo cuando se van a realizar

osteotomias o en general cuando se vaya a trabajar sobre el tejido 6seo.

Dispositivo: diserio y colocacion.
Dejando de lado los sistemas minoritarios de mantenimiento de la isquemia, Yy
centrandonos en el gold standand actual, el manguito neumatico, es importante sefialar que

hay variaciones en el disefio que implican diferencias funcionales.

La anchura del manguito es un punto cardinal. De forma sélida, se ha comprobado que la
utilizacion de manguitos mas anchos consiguen una isquemia efectiva a presiones de
inflado inferiores® 5% 52 por lo que la recomendacion actual es emplear manguitos de
anchura superior al radio de la extremidad en el punto de aplicacion de los mismos; esto es,
aproximadamente, mas de 5cm para la extremidad superior, y mas de 9cm para la

extremidad inferior®3 %4,

Por otra parte, en los ultimos tiempos se aboga por disefios de manguito de forma cénica o
troncoconica?’, en lugar de la clasica forma tubular, que se adapten mejor a la forma del

miembro, especialmente cuando se trata del muslo de una persona obesa o musculada.
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Como se aprecia en la figura 11, esta mejor adaptacion se traduciria en una distribucion
méas homogénea de la presion, que seria mas eficiente. Se conseguiria asi la isquemia a una
presion de inflado menor, y por otra parte se evitaria que hubiese zonas de mayor diametro

con sobrepresiones dafinas.

S

Proximal

Figura 11. Disefio recto (straight cuff) y
disefio cénico (conical cuff) de un
manguito de presion, y su influencia en
la distribucion de las fuerzas de
compresion (compression forces) y

Distal cizallamiento (stretching forces).

Tomado de Estebe JP, Davies JM, Richebe
— P. The pneumatic tourniquet: mechanical,

: / o \IL ischaemia—-reperfusion and systemic

effects. Eur J Anaesthesiol 2011;
28(6):404-11

Calculo de la Presion de Oclusion Areterial (POA)

Como ya se ha comentado, hay una dispersion de la fuerza desde la presion exdgena que
hacemos en el miembro, hasta que alcanza la luz de los vasos que pretende ocluir, lo que
obliga a ejercer presiones mayores a la presion arterial sistolica, para lograr una isquemia.

Esto ha sido estudiado en animales®, cadaveres®, y voluntarios sanos anestesiados®®.

De los estudios experimentales en animales, de los que luego hablaremos, sabemos que el
incremento de la presion de inflado lleva consigo un aumento del dafio tisular, sobre todo a

nivel muscular y nervioso®” %8 %,

Histéricamente, el valor de la presion para el inflado del manguito se ha establecido de
forma empirica por el cirujano, tratando de asegurar ante todo que la isquemia no se
perdiese en ningin momento. Esto ha dado lugar a la utilizacion de presiones mayores o

mucho mayores de la necesaria.
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Al aumentar la conciencia sobre el dafio derivado de la utilizacion de dispositivos de
isquemia, con el paso del tiempo se ha intentado afinar para dar con la presién minima
necesaria para lograr la misma, sin afiadir sobrepresiones. Esta presion “ideal” ha sido
definida como Presion minima de Oclusion Arterial (POA) o minimal Arterial Occlusion
Pressure (AOP), en inglés?!, aunque también se le llama en algunas ocasiones Limb
Occlusion Pressure (LOP)?’.

Como hemos analizado, hay muchos factores que deben considerarse a la hora de definir la
POA, y de la utilizacion de muchos o pocos de ellos obtendremos un calculo mas o menos
preciso. En general, vamos a referirnos siempre al manguito neumatico, que es el muy

mayoritario, gold standand, y que permite controlar la presion que estamos ejerciendo.

La recomendacion actual, independientemente del céalculo que llevemos a cabo, consiste en
no emplear presiones de inflado de mas de 250mmHg en extremidad superior, 0 mayores a
300mmHg en extremidad inferior?’. Sin embargo, veremos que presiones bastante mas

bajas pueden ser suficientes para lograr la isquemia.

Para calcular la presion ideal POA, una primera aproximacion clasica pero vigente hoy en
dia en muchos quiréfanos (quizas en la mayoria), consiste en inflar el manguito de presion
100-150mmHg sobre la presiéon arterial sistdlica para miembros inferiores, y 50-75 mmHg
para miembros superiores®®. Como vemos, es un sistema empirico que sélo toma en
consideracién la tension arterial del paciente, y Unicamente establece una diferencia de
presién para miembros superiores o inferiores, en reconocimiento de que los miembros

superiores suele ser de menor didmetro que los inferiores.

Con intencion de ajustar mas el céalculo, Graham y cols® introdujeron la circunferencia del
miembro y la anchura del manguito entre las variables a considerar. Propusieron la

siguiente formula:

POA= ((TAS-TAD) x Circunf / (3 x Anch manguito)) + TAD
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Donde,

e POA=Presion de Oclusion Arterial (en mmHg).
e TAS=Tension Arterial Sistolica (en mmHg)

e TAD= Tension Arterial Diast6lica (en mmHg)
e Circunf= Circunferencia del miembro (en cm)

e Anch manguito= Anchura del manguito (en cm)

Se recomienda afiadir a la presion asi calculada, un margen extra de 50mmHg para

compensar posibles variaciones de la Tension Arterial durante la cirugia.

Asi, tendriamos que para un paciente estdndar, con TAS de 120mmHg y TAD de
70mmHg, con un muslo de 45cm de circunferencia o perimetro y empleando un manguito

estandar de 9cm:
POA= ((120-70) x 45/ (3 x 9)) + 70 = 153mmHg

De manera que afiadiéndole los 50mmHg de margen, tendriamos que una presion de

inflado de 203mmHg deberia ser suficiente para conseguir la isquemia.

Empleando esta formula, se ha calculado que la presion de inflado del torniquete puede
disminuirse un 20-40% en adultos®! y mas del 50% en nifios®?, comparado con sistemas de

calculo empirico.

En la misma linea, Tuncali y cols® defienden una nueva formula mas sencilla que la de
Graham. Estos autores, como se ha dicho antes, estudian la dispersion sufrida desde la
presion externa ejercida desde el manguito, a la presion real registrada en la profundidad
del miembro, en pacientes sanos anestesiados. De esta forma hallan un coeficiente
ajustable para distintos rangos de diametro de extremidad, que denominan coeficiente de

dispersion por los tejidos o Tissue Padding Cosntant (K+p).

Aplicando el valor de Ktp correspondiente al didmetro de la extremidad en cuestion,

proponen la siguiente formula para calcular la POA:
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POA= (TAS + 10) / Ktp

Donde,

e POA=Presion de Oclusion Arterial (en mmHg).
e TAS= Tension Arterial Sistdlica (en mmHQ)

e Kryp= coeficiente de dispersion por los tejidos

En este caso, no se menciona la conveniencia o no de afiadir al manguito un margen extra

de presion para contrarrestar posibles variaciones en la TAS durante la cirugia.

Asi, se propone el ejemplo de que para un paciente con un perimetro de extremidad de
37cm (al que corresponde segun las tablas propuestas un KTP= 0,78), y 100mmHg), para

el que tedriamos que:
POA= (100+10)/ 0,78 = 141mmHg
Una presion de 141mmHg deberia ser suficiente para mantener la isquemia.

Si bien este sistema es mas sencillo que la férmula propuesta por Graham, requiere la
utilizacion de las tablas con el coeficiente de dispersion por los tejidos, por lo que es
dudoso que aporte grandes ventajas en términos de aplicabilidad a la practica clinica.
Ademas, aungue no se menciona, parece plausible que si hay cambios en la presién arterial
sistdlica, debieran hacerse correcciones, 0 mejor aun, calcular un margen razonable de

sobrepresion en el momento de la induccion de la isquemia.

Finalmente en este apartado, creo conveniente mencionar que se estd describiendo la
aplicacion de nuevas tecnologias, que harian innecesario ese nuevo calculo con los
cambios de TAS, o la sobrepresion profilactica inicial. Recientemente, se ha definido un
nuevo sistema que monitoriza de forma no invasiva la TAS, y actualiza en base a la misma

y a otros parametros como la circunferencia del miembro, la presion minima necesaria en
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cada momento. Este dispositivo se denomina MT-920 tourniquet system (Mizuho-Ika,
Tokio, Japon)®2. Puede observarse en la figura 12.

Vital nformation monitor Connector relay box Aresthesia table recorder

quiP D—:\MS
AR-600
Strsght cable

Figura 12. Fotografias del sistema MT-920 tourniquet
system (izquierda), y diagrama de funcionamiento
(arriba derecha).

Tomado de Ishii Y, Noguchi H, Takeda M. Clinical use
of a new tourniquet system for foot and ankle
surgery. Int Orthop 2010; 34:355-359.

Este ultimo avance representa, probablemente, el camino al que debemos dirigirnos al
instaurar una isquemia con manguito neumatico, de forma que se aplique la minima
presion (y agresion) necesaria, y asi se minimicen los dafios secundarios a la misma, de los

que hablaremos un poco mas adelante.

Tiempo que permanece aplicado

La tolerancia a la isquemia muy es variable entre los distintos tejidos del cuerpo.
Considerando groseramente la supervivencia 0 necesidad de amputacion de una
extremidad tras un periodo de isquemia, la experiencia que tenemos deriva basicamente de
la experiencia en guerras o catastrofes, en especial de la lesion aguda de grandes vasos®® y
las isquemias secundarias al aplastamiento de la extremidad o crush syndrome®4. En este
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contexto, el limite de tiempo establecido para la viabilidad del miembro tras una isquemia
es muy variable y dependiente de muchos otros factores ademéas del tiempo, pero esta
historicamente establecido en 6 a 8 horas®®. Actualmente estos tiempos tan largos de
isquemia suelen ser secundarios a tromboembolismos agudos, siendo la Cirugia Vascular

la especialidad quirdrgica responsable del tratamiento en estos casos.

Sin embargo, en los ejemplos sefialados, las isquemias pueden ser solo subtotales en base a
la existencia de vascularizacién colateral, y puede confluir un dafio tisular directo por las
mismas causas que provocaron la lesion u oclusion vascular. Ademas, en la valoracion del
resultado sélo como supervivencia de la extremidad o necesidad de amputacién, no

estamos considerando el grado de recuperacion funcional de los miembros no amputados.

Intentando afinar la descripcion de este dafio de acuerdo a nuestros intereses, interesa
conocer la viabilidad individual segun el tipo de tejido y tras una isquemia absoluta. En
este sentido, es mas interesante la experiencia que tenemos sobre todo en base al desarrollo
de injertos microvascularizados empleados de forma creciente en la Cirugia Plastica.
Dichos injertos pueden contener todos los tejidos presentes en los miembros, a saber: piel,
grasa, musculo, nervio periférico, y hueso. En la tabla 2 se sefialan los tiempos criticos de
isquemia, definidos como el tiempo maximo que cada tejido puede tolerar y, lo que es mas
importante, seguir siendo viable tras la reperfusion. Vemos como en las extremidades, la
piel o la grasa aguantan mucho mas tiempo la isquemia que el tejido muscular, el mas

sensible y para el que se indica un tiempo maximo de isquemia de 4 horas®.

Tipo de tejido Isquemia critica a
temperatura ambiente
Musculo 4 horas
Nervio periférico 8 horas
Grasa 13 horas Ta.l?la 2. Tiempo de |squem|:¢1 critica para distintos
tejidos, a temperatura ambiente.
Piel 24 horas Tomado de Gillani S, Cao J, Suzuki T, Hak DJ. The
effect of ischemia reperfusion injury on skeletal
Hueso 4 dias muscle. Injury 2012; 43(6):670-5.
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Sin embargo, al referirnos a las isquemias programadas, el limite maximo deseable se sitla
tradicionalmente en 2 horas. Aqui estariamos hablando no de tiempos criticos o de lesiones
reversibles, sino de algo bastante mas subjetivo, como seria un dafio “tolerable” o
“asumible”. El sefialados margen de 2 horas se trata, desde luego, de un limite establecido
de forma aleatoria, pero que estd universalmente aceptado porque sabemos que con ese
tiempo de isquemia las complicaciones serias son extremadamente raras, porque la
percepcion subjetiva de dafio derivado del uso del manguito es escasa, y porque la mayoria

de cirugias de extremidades pueden realizarse dentro de ese periodo de tiempo.

Al abordar la cuestion desde una perspectiva de rigor cientifico, hemos de fijarnos
primeramente en la experiencia experimental en animales. Una limitacion que hemos de
asumir, es que en la bibliografia publicada las isquemias practicadas se realizan por horas
completas (1, 2, 3, 6 4, para el caso que nos ocupa).

De algunos estudios experimentales en animales ya mencionados y de otros que
repasaremos mas adelante, concluimos que efectivamente una isquemia de 2 horas de
duracion provoca un dafo cuantificable de forma bioquimica, histopatologica, y en cierta
medida funcional, pero que este dafio es autolimitado y reversiblg®”: 58 59 65 66,67, 68, 69, 70, 71,
2. Sin embargo, en aquellos casos en que la isquemia se prolongaba hasta las 3 horas, las
alteraciones detectadas también resultaron ser temporales®® 6% 66.68. 73 Es en jsquemias a
partir de las 4 6 5 horas donde, ademas de cambios potencialmente reversibles, se detectan

cambios de necrosis tisular irreversible™ 7,

Precisamente por la generalizacion tacita de no realizar isquemias programas de mas de 2
horas de duracion, hay muy pocos estudios clinicos que recojan este escenario, y en
general no tienen una evidencia fuerte. No obstante, sus resultados orientan a pensar que
un periodo de hasta 3 horas seguidas de isquemia, sobre un masculo sano, no produciria
alteraciones sistémicas relevantes, ni dafio local irreversible™®. En la misma linea, otro
estudio no encuentra diferencias en el resultado a largo plazo entre pacientes sometidos a
tiempos de isquemia que varian desde 40 a 183 minutos, en la reconstruccion del
ligamento cruzado anterior de la rodilla’’. Finalmente, otro trabajo detectaria un mayor

riesgo de lesidn neuroldgica con isquemias superiores a 2 horas (145 minutos), si bien
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tratdndose en todo caso de neuroapraxias autolimitadas que se recuperaron en el medio-

largo plazo™.

Por otro lado, para isquemias programadas de menos de 2 horas de duracion, la evidencia
clinica es clara, con estudios de alta calidad (nivel de evidencia I-I1). De estos trabajos
concluimos que, a pesar de que hay cambios bioquimicos y funcionales en la funcion
muscular a corto plazo en aquellos pacientes sometidos a una intervencion bajo isquemia,
el resultado funcional a largo plazo es indistinguible de los pacientes sometidos a la misma

cirugia, pero sin emplear manguito de isquemia3® 77 79 80.81,82,83, 84,85

Por todo ello, y aunque como se ha dicho no hay evidencia suficiente para contraindicar
una isquemia de hasta 3 horas de duracion, el consenso y recomendacion actual para la
préctica clinica es procurar un tiempo de isquemia menor a las 2 horas?’. En el caso de que
hubiese necesidad de prolongar la misma, se ha defendido la realizacién de periodos de
reperfusion intercalados. Hay distintos protocolos propuestos, y algunos autores propugnan
iniciar estos intervalos de reperfusion tan pronto como a la hora de iniciada la isquemia®®,
pero la mayoria recomienda contemplar esta posibilidad al acercarnos a las 2 horas?’. Por
contra, se propone que introducir los periodos de reperfusion mas tarde de esas 2 horas de
isquemia, podria exacerbar mas el dafio muscular que pretende disminuir®’. Hay consenso,
por ultimo, en que estos descansos de reperfusion duren al menos 10 minutos, y en que se
repitan por cada hora de isquemia adicional®! ?”. Con este régimen, parece que se consigue
limitar el dafio tisular, respecto a realizar toda la intervencion bajo isquemia continua®® 8,
Es importante distinguir estos periodos de reperfusion de “descanso” durante una cirugia
con tiempo de isquemia prolongado, de los conceptos de pre-condicionamiento y post-
condicionamiento, que son técnicas para combatir el dafio por isquemia y reperfusion, y
que consisten en cortos intervalos de isquemia seguidos de cortos periodos de reperfusion,
en régimen variable, que se realizan antes o después de la intervencion y el periodo de
isquemia principal. De estos ultimos procedimientos hablaremos mas adelante, en el
apartado correspondiente al tratamiento experimental del dafio por el sindrome de

isquemia-reperfusion.
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Cudndo retirarlo
El retirar el manguito de isquemia antes o después de iniciar el cierre tras el procedimiento
quirargico ha sido fuente de controversia, especialmente en cirugias de artroplastia de

rodilla.

En un metaanalisis reciente®’, se concluye que la retirada del manguito antes de iniciar el
cierre aumenta levemente el sangrado, probablemente por el estado pro-fibrinolitico y el
aumento de tiempo quirdrgico total, pero disminuye de forma significativa las
complicaciones menores y mayores. Se concluye que esto Ultimo probablemente se deba,
por una parte, a que la realizacion de la hemostasia antes del cierre disminuye la incidencia
y tamafio de los hematomas postquirargicos, y por otra, a que supone un menor tiempo de
colocacion del manguito. Por todo ello, la recomendacion actual es retirar el torniquete o
manguito neumatico tras el procedimiento quirdrgico, y llevar a cabo una hemostasia

reglada antes de iniciar el cierre por planos.

Proteccion de la piel
Un aspecto que no debe olvidarse es, por ultimo, la adecuada preparacion de la piel en el

segmento corporal en que se va a colocar el manguito neumatico.

Es muy recomendable el adecuado acolchado de la misma con pafios 0 compresas sin
arrugas o irregularidades?. La finalidad de esto es conseguir una adecuada distribucion de
la presion que se va a ejercer, puesto que si hay zonas que soportan una mayor presion
respecto a las vecinas, parte de la fuerza sagital de compresion se dispersa de forma axial a
lo largo del eje largo del miembro, dando lugar a vectores de fuerza de cizallamiento®. En

este sentido, se ha recomendado aumentar el grosor de este acolchado sobre la piel® %,

Debe evitarse una movilizacion del manguito una vez inflado, también para evitar fuerzas

indeseadas de cizallamiento 2.

Por ultimo, y para evitar eventuales lesiones quimicas derivadas de la aplicacion de agentes
antisépticos que luego pueden ser comprimidos contra la piel debido al inflado del
manguito, se recomienda aislar la piel sobre la que va a asentar el mismo, idealmente con

un adhesivo de pléstico®® %,
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Profilaxis antibiodtica

Un punto de relativa polémica es cuando comenzar la administracion de profilaxis
antibidtica, que tradicionalmente se realiza con Cefalosporinas de primera a tercera
generacion antes de la instauracion de la isquemia, en la cirugia programada de
extremidades. La discusion deriva de que Idgicamente el manguito impide el paso del
antibiodtico en sangre desde el momento en que se instaura la isquemia, hasta que se inicia
la reperfusion. Asi que, durante el tiempo de la cirugia, la presencia de antibiotico en los
tejidos sobre los que se esta trabajando dependeria solo de la impregnacion previa de los
mismos. Se han propuesto tiempos concretos en los que comenzar la infusion, antes del
inflado del manguito: 20 minutos'?, cinco minutost!!, dos minutos*?, o un minuto!?. Sin
embargo, ninguno de estos regimenes ha demostrado superioridad respecto a los demast*.
La mayoria de protocolos actuales, y el que usamos en nuestro medio, no suelen concretar
un tiempo determinado, recomendando la infusion del antibiético 10-20 minutos antes?, o
dentro de la primera hora anterior a la instauracion de la isquemia, con la excepcion de la
Vacomicina en pacientes alérgicos a Beta-lactamicos, en cuyo caso el plazo se amplia a 2
horas!®®. En casos de olvidar la administracion antes del inflado del manguito, se propone a
nivel experimental la infusion regional intervenosa en el miembro isquémico®®®. Incluso,
hay autores que defienden que aplicar la profilaxis antibidtica 10 minutos después de
iniciar la reperfusion seria tan efectivo como hacerlo previamente a la instauracion de la

isquemia®!’,

Consideraciones en situaciones especiales

Las excepcionales complicaciones descritas con el uso del manguito de isquemia en
pacientes con TCE y en aquellos en que se realiza el fresado de un hueso sobre el que esta
aplicado el mismo, que analizaremos en el siguiente apartado, llevan a reclamar precaucion

al aplicar el manguito en estas situaciones.
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Descripcién del dafio producido por la isquemia de extremidades.

Habiendo analizado los aspectos basicos de biofisica y biomecanica aplicables a la
utilizacion de los dispositivos de induccion y mantenimiento de la isquemia, sus ventajas y
sus recomendaciones de uso, es imprescindible examinar la morbilidad que produce este
procedimiento, morbilidad sobre la que s6lo hemos mencionado de forma superficial
algunos aspectos. También se describen en este apartado otras alteraciones no
necesariamente patoldgicas, pero que suponen una variacion respecto a parametros

fisioldgicos, y por tanto merecen ser analizadas.

Etiologia del darnio

Cuando empleamos un manguito neumatico u otro procedimiento de induccion de
isquemia programada se produce un dafio, 0 puede producirse, por un triple mecanismo
basico: la compresion (dafio mecénico), la isquemia (dafio andxico) y la reperfusion (dafio
inflamatorio y oxidativo). Los dos ultimos estdn especialmente ligados, y ambos se
agrupan bajo el llamado sindrome de isquemia-reperfusion. Ademas, aunque la lesion
inicialmente so6lo tiene un ambito local, puede expandirse y tener una repercusion

sistémica.

Daiio por compresion.

En los tejidos situados directamente bajo el manguito neumatico, hay légicamente un
sufrimiento por la presion que ejerce el dispositivo. Como se ha discutido, este dafio
depende en gran medida de la magnitud de la fuerza de presion, del tiempo en que
permanece activa, o del disefio del propio manguito. Pero, y ahora lo vamos a analizar,

cada uno de los tejidos que sufre este insulto va a tener sus particularidades.

Con respecto a la piel, hay que decir que la escasa frecuencia con que se aprecian lesiones
evidentes hace que muchas veces se trate de un tejido que se ignora entre los damnificados

por el uso de dispositivos de isquemia.

Sin embargo, ha sido descrita la aparicion de quemaduras, flictenas, despegamientos

cutaneos o necrosis, hasta en un 0.04% al 1.5% de los casos®® %, siempre sobre la piel
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situada bajo el manguito de presion. Su patogenia exacta ha sido interpretada de diferentes
formas® %, pero parece que pueden existir factores mecanicos® % y factores térmicos y
quimicost™ %, mas que factores isquémicos o secundarios al sindrome de isquemia-

reperfusion.

Desde el punto de vita mecanico, se propone que la presion que ejerce el manguito desde el
perimetro del miembro a la altura en que es aplicado, se distribuye de forma desigual por
la superficie®’. Como se puede ver en la figura 13, hay una sobrepresion en la zona donde
el manguito de presion se superpone sobre si mismo, al ser siempre mas largo que el

perimetro de la extremidad sobre la que se aplica.

ATE1
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Figura 13. Diagrama donde se sefala la
distribucion de la presion ejercida por el manguito
neumatico en el perimetro del miembro. La linea
central representa el valor medio, y las lineas
interna y externa representan el 5% y 95% del
intervalo de confianza. LA presidon es mayor entre
las 9 y las 12, coincidiendo con la zona de
superposicion del manguito.

Tomado de Roth KE, Mandryka B, Maier GS, Maus
U, Berres M, Rompe JD, Bodem F. In-vivo analysis of
epicutaneous pressure distribution beneath a

a5 a5z femoral tourniquet--an observational study. BMC
Azs1 Musculoskelet Disord 2015 31;16(1):1-6.

Esta distribucion no homogénea de la fuerza de presion del manguito favorece en los
puntos de mayor presion la dispersion de la fuerza sagital en fuerzas axiales cizallantes,

que serian especialmente dafiinas para la piel?* (figura 14).

Figura 14. Dispersion de las fuerzas de compresion
Compression forces (compression forces) en fuerzas de cizallamiento
(stretching forces).

/
I Proximal

emmemmsmemmm=-me=dx Stretching forces

Tomado de Estebe JP, Davies JM, Richebe P. The
........................... e || pneumatic tourniquet: mechanical, ischaemia—
reperfusion and systemic effects. Eur J Anaesthesiol
2011; 28(6):404-11
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Ademaés, en el caso de la piel, y como se ha explicado, hay un riesgo incrementado de
lesion por friccion mecanica con el manguito, que podria dar lugar a lesiones térmicas'?.
También el uso de agentes quimicos antisépticos parece causar en ocasiones quemaduras
quimicas, que no se ven en el resto de extremidad impregnada de la sustancia, de lo que se
deduce que en su aparicion juega un papel fundamental la asociacién de la presion ejercida

por el manguito®® 92 %,

El musculo es un tejido que sufre un dafio resefiable con la presion, siendo el caso extremo
el sindrome de aplastamiento o crush syndrome®, con magnitudes de presion y tiempos de
prolongacion de la misma muy superiores a los que nos ocupan. Pero ain con tiempos y
presiones de inflado de manguito tan bajos como los recomendados en las isquemias
programadas, se produce un dafio que puede atribuirse principalmente a la presion ejercida
por el manguito, tanto en fuerzas sagitales como axiales. Asi, en algunos modelos animales
podemos observar como el tejido muscular bajo el manguito neumaético, sometido a
compresion e isquemia, sufre una mayor lesion que el tejido muscular localizado mas
distalmente en el miembro, sometido sélo a isquemia. Esto ha sido también objetivado a
través de la diferente captacion de un radiotrazador en gammagrafia’, y diferente

afectacion de la funcion motora en electromiografia®®.

También en estudios clinicos en humanos se han descrito hallazgos que abundan en esta
direccién, como una pérdida de fuerza muscular en extremidades inferiores mas marcadas
en el cuddriceps, tras la colocacién de un manguito de presion en el muslo para la

realizacion de una artroscopia de rodilla para llevar a cabo una ligamentoplastia anterior’”.

Por altimo en este apartado hay que mencionar el dafio que, derivado de la presion, se
realiza sobre el tejido nervioso periférico. Al igual que ocurre con el masculo, se acepta
que el desencadenante principal del dafio es la compresion, mas que la anoxia'® 01, A
diferencia de éste, se considera al nervio menos vulnerable al dafio agudo por el uso de
manguitos neumaticos. Pero cuando existen lesiones, éstas se prolongan mas en el tiempo
en el tejido nervioso que en el tejido muscular?l. Por otra parte, se considera que el dafio
por presion ocurre especialmente en las secciones del nervio situadas bajo los extremos del

manguito neumatico'®?,
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En modelos animales, se ha estudiado con microscopia electronica el dafio a nivel del
nervio ciatico en la rata, tras periodos de isquemia desde los 30 minutos hasta las 3 horas,
con presiones de 300mmHg!®. En este trabajo, se describen lesiones moderadas desde los
30 minutos, con aparicion de discontinuidades en la vaina de mielina a partir de las 2
horas, y disrupcion completa de la mielina en algunos puntos e hipertrofia de las celulas de
Schwann a las 3 horas. En microcopia 6ptica también se describen cambios de
desestructuracion neuronal y edema, sobre todo a partir de las 2 horas, con presiones de
350mmHg, en conejos’®. Estos cambios estructurales han mostrado una correlacion en

pruebas de electromiografia, también en un modelo animal, ya descrito®’.

A nivel clinico, hay algunos estudios que detectan alteraciones electromiograficas y de
velocidad de conduccion nerviosa en la extremidad intervenida de hasta un 62,5% de los
pacientes sometidos a una cirugia ortopédica con manguito de isquemia, que se
normalizarian al cabo de unos 2 mesesi®. Afortunadamente, la repercusion funcional
clinica de estos hallazgos es, como analizaremos un poco mas adelante, también
autolimitada. La repercusion funcional clinica de estos hallazgos es, como analizaremos un

poco mas adelante, también autolimitada.

Por altimo con respecto a la lesion neuroldgica por presion, cabe destacar que algunos
autores sugieren que los torniquetes o0 manguitos mas estrechos resultarian menos dafiinos
para el nervio*®® 197 basandose en los resultados de un estudio clasico en monos de Ochoa
y cols®’; sin embargo, esta conclusion ha sido criticada?!, ya que Ochoa y cols nunca
definieron una anchura concreta de manguito. En cualquier caso, actualmente hay
controversia al respecto, con algunos estudios clinicos orientando a un menor dafio del
nervio periférico con manguitos estrechos'®® y otros defendiendo menor lesion con
manguitos anchos? °2; ninguno de estos estudios es capaz de demostrar una trascendencia

funcional de los hallazgos encontrados?’.

Daiio por isquemia.
Ya se ha sefialado en la tabla 2 el limite maximo aproximado de tolerancia de los distintos

tejidos a una interrupcion completa del flujo sanguineo, destacando por su vulnerabilidad
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el madsculo y el nervio. Sin embargo, dichos tiempos méximos quedan lejos de los

manejados habitualmente en la isquemia programada de miembros, de en torno a 2 horas.

Por otra parte, hemos observado cdmo se describe que tras la colocacion de un manguito
neumatico la lesion tisular es mayor en los tejidos situados bajo el mismo (sometidos a
compresion e isquemia), respecto a los tejidos situados mas distalmente (sometidos sélo a
isquemia). Esto ha sido descrito para la piel®® % %7 tejido nervioso!® 101, 102,103, 104 v ejjdo
muscular’ "% De lo anteriormente mencionado, cabe concluir que el dafio por isquemia
pura, es de menor consideracion que el descrito para la compresion, al menos para los

tiempos de isquemia y presiones de inflado habituales.

Centrandonos en la etiologia del dafio por isquemia, baste decir en este apartado que el
mismo deriva de la falta de aporte sanguineo en los tejidos sometidos a isquemia, lo cual
conduce a una anoxia de los mismos. La falta de oxigeno en los tejidos impide la
realizacion del metabolismo aerobico fisiolégico, por lo que la célula sufre una deplecion
de sus reservas energéticas, se ve obligada a instaurar un metabolismo anaerobio mucho
menos eficaz e insostenible por largo tiempo, y en Ultima instancia sufre cambios
bioquimicos y estructurales que llevan a su muerte, transcurrido un tiempo critico sin

aporte de oxigeno. Todo ello sera explicado con detalle en el apartado de fisiopatologia.

Una ultima consideracion dentro del apartado de dafio por isquemia es la hipoxia detectada
de forma postoperatoria a nivel de la herida quirdrgica, en los pacientes en los que se usa
un dispositivo de isquemial®. Se ha propuesto que esto podria tener implicaciones en
cuanto a la cicatrizacion de la herida y en cuanto a riesgo de infeccion?!, aunque no hay
una evidencia solida que confirme esta hipoétesis, lo que también desarrollaremos maés

adelante.

Daiio por Reperfusion
Esta fase lesional se inicia desde el momento en que se libera la isquemia y se restaura la

circulacion al tejido que ha estado sometido a la anoxia.

El retorno de sangre oxigenada a estos tejidos desencadena una serie de procesos

bioquimicos entre los que destaca la formacion de radicales libres de oxigeno, activacion

42



Tesis Doctoral Ifigo Cearra Guezuraga

de citosinas, y alteracion de la permeabilidad capilar, que van a dar lugar a un dafio local
mayor al sufrido durante el proceso isquémico®!8, y a un dafio expandido al conjunto del
organismo. Todo ello se va a describir detalladamente en el siguiente apartado de

fisiopatologia.

Conviene subrayar que asi como el dafio por compresion y el dafio por anoxia tienen un
tiempo de actuacion muy definido, que corresponde al periodo en que el manguito
neumatico permanece activo, el dafio por reperfusion o mas propiamente por el sindrome
de isquemia-reperfusion, va a prolongarse mas alla del cese de dicho insulto. Ademas, el
dafio que origina va a tener un ambito no solo local, sino que también puede tener
repercusion sistémica. Todo ello hace que sea, probablemente, el factor etiolégico mas
importante de los que concurren en el dafio tras la realizacién de una isquemia programada

de extremidades.

Etiologia de otras alteraciones descritas
Ademas de los aspectos explicados hasta ahora, hay algunas otras alteraciones que no

pueden encuadrarse claramente bajo ninguno de los epigrafes anteriormente detallados.

En este sentido, se han descrito por ejemplo problemas debidos a la propia presencia fisica
del manguito de isquemia en la extremidad que va a ser sometida a la cirugia. Ya hemos
sefialado que no puede utilizarse en cirugias muy proximales del miembro, como las
realizadas sobre el hombro o la cadera; pero, ademas, puede implicar una limitacion del
campo quirdrgico en localizaciones mas distales, en aquellos casos en que la cirugia
requiera una extension mas proximal de lo habitual. Esto supone que en ocasiones hay que
renunciar a su uso de entrada o, lo que es peor, descubrir durante la cirugia que es
necesario retirar el manguito de presion y extender la preparacion del campo quirdrgico a
un nivel més proximal. Por otra parte, en la bibliografia se ha descrito como tanto los
manguitos como los exanguinadores tienen una relevante contaminacion bateriana®'®, y por
tanto, podrian ser una fuente de infeccion quirdrgica'?®, por su situacion de proximidad
espacial y temporal con la piel sobre la que se realiza la incision quirdrgica. De hecho, en
este sentido, hay autores que subrayan la importancia de una limpieza exhaustiva de estos

dispositivos antes de cada uso*® 2! e incluso autores que defienden el uso de
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exanguinadores y manguitos estériles!??, con animo de disminuir las infecciones

quirurgicas.

También en el plano estrictamente fisico, se ha sugerido clésicamente la posibilidad de que
la presencia de sangre en el hueso, ocupando un volumen, disminuya la calidad del
fraguado del cemento en aquellos casos en que se utilicen implantes protésicos
cementados, y se empeore la interdigitacion de este cemento en las trabéculas 6seas. En
ultima instancia, esto podria eventualmente conducir a un aflojamiento de las protesis
cementadas, en aquellos pacientes en los que no se usa un manguito de isquemia. Sin
embargo, y aunque el razonamiento pueda tener una plausibilidad bioldgica, en el Gnico
trabajo que estudia de forma sistemética esta posible relacion, no hay diferencias
significativas en cuanto a la fijacion protésica entre pacientes operados con o sin

isquemia®®?,

Por otra parte, existen una serie de efectos sistémicos que no se explican exclusivamente
por las vias mencionadas de compresion, anoxia y reperfusion. Los mencionaremos a
continuacion, ofreciendo en cada caso la explicacion etioldgica mas aceptada, y dejaremos
para méas adelante la discusion de la repercusion clinica real de todas estas variaciones

detectadas.

En primer lugar, se ha descrito un sangrado de mayor cuantia a nivel intraarticular y de los
drenajes —sin mayor pérdida sanguinea en términos generales- tras la utilizacion de cirugias
bajo isquemial?® 124 125,126 'y este hallazgo ha sido puesto en relacion con el desarrollo de
una fibrindlisis local después de iniciar la reperfusion, secundaria a la liberacion de

factores fibinoliticos desde el area sometida a la cirugia®..

También se han estudiado los efectos derivados de la re-distribucion de la volemia
excluyendo el espacio correspondiente a la extremidad exanguinada, y del retorno a un
volumen normal de distribucion con la restauracion del flujo a la misma. Asi, se describe
como tras el inflado del manguito hay un incremento de la tensién arterial, en cuyo
desarrollo colaborarian la distribucion de la volemia en un menor continente, y el dolor

provocado por el manguito!?’. Al contrario, con la retirada del manguito puede aparecer
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durante los primeros momentos de la reperfusion una hipotensién arterial, entre cuyos
desencadenantes estarian la recuperacion de la totalidad del volumen de distribucion
vascular, la hemorragia por la intervencion, o la vasodilatacion con hiperemia reactiva en

la extremidad sometida al periodo de isquemia, entre otros'?,

Un aspecto muy estudiado es la relacion que parece existir entre el uso de manguitos
neumaticos u otros dispositivos de isquemia y alteraciones tromboembdlicas. Hay
evidencia clinica en este sentido desde hace tiempo, con el hallazgo de datos de trombosis
por venografia en hasta un 18% de los pacientes sometidos a una artroscopia con uso de
manguito de isquemia, y hasta una semana después de la cirugia'?®. No sélo eso, sino que
se han detectado mediante ecocardiografia transesofagica pequefios émbolos en el 100% de
los pacientes sometidos a una cirugia de artroplastia de rodilla, cuando se empleaba el
manguito de isquemia®°. Se propone que en su etiologia podria tener un papel importante
el incremento de marcadores de un estado pro-trombdético en la circulacién sistémica
durante el tiempo de isquemia; entre estos marcadores estarian los Dimeros D, el
activador de plasminogeno tisular (t-PA), la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
la antitrombina 111 (AT-11I), o la proteina C'3 132 133 Se considera que, compartiendo la
inflamacion y la hemostasia vias comunes de activacion y feedback'®, el uso del
torniquete activa y exagera ambas respuestas, no solo durante el periodo perioperatorio,

sino con extension hasta los 2 dias tras la cirugiat®* 13 1%,

Por ultimo en este apartado, se ha descrito la posibilidad del desarrollo de un incremento
de la presion intracraneal tras la liberacion del manguito de presion, que se consideraria

secundario a la hipercapnia, y que podria agravar lesiones intracraneales previas'¥'.

Fisiopatologia del daiio

A través de cualquiera de las principales vias etioldgicas descritas (compresion mecanica,
anoxia, y dafio por reperfusion), hemos sefialado que el masculo esquelético es el tejido
méas vulnerable. En el muasculo es donde se concentra el grueso del dafio local

(rabdomiolisis), y el masculo es el principal responsable de la repercusion sistémica del
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dafio. Por ello, merece la pena realizar un breve recordatorio de los aspectos més

importantes de su fisiologia®®®, antes de abordar su fisiopatologia.

Fisiologia de la célula muscular

El mdsculo esquelético o estriado es una celula especializada en la consecucion de
movimiento a través del deslizamiento de sus miofilamentos de actina y miosina. Para
ejercer esta funcion necesita una energia, y en su obtencion se emplean dos vias
metabolicas: aerdbica y anaerobica, siendo la principal la aerébica. EI musculo recibe del
torrente sanguineo nutrientes, que en la mitocondria y por diferentes vias metabdlicas que
no entraremos a describir, pero siendo la principal la fosforilacién oxidativa, son
transformados en enlaces de fuerte potencial energético en forma de Adenosin Trifosfato
(ATP) que representa la fuente de energia inmediatamente disponible. La mioglobina juega
un papel importante en el metabolismo aerobio, ya que capta y almacena a partir de la
Hemoglobina el oxigeno presente en el torrente sanguineo. Por otra parte, la Fosfocreatina
o Creatina Fostato tiene especial relevancia en el metabolismo anaerobio, funcionando

como un elemento de transporte y almacén temporal de energia.

Los distintos elementos celulares suelen emplear diversas enzimas ATP-asas que
hidrolizan el ATP, lo que da lugar a la liberacion de energia y a una molécula Adenosin
Difosfato (ADP). Para restaurar el potencial energético del ADP se emplea la
Fosfocreatina: ésta ultima dona un grupo fosfato al ADP, que se convierte de nuevo en
ATP, en una reaccién anaerébica mediada por la Creatin Kinasa. La creatina resultante
puede reciclarse de nuevo a Fosfocreatina mediante la adicién de un grupo fosfato, o es
metabolizada y convertida en Creatinina, que es excretada. La funcion de almacenaje
temporal de energia de la Fosfocreatina es particularmente importante en el tejido

muscular, sometido a una alta y fluctuante demanda de energia.

La energia proporcionada por la hidroélisis del ATP es indispensable para la homeostasia de
la fibra muscular. Entre las necesidades de la célula muscular destaca mantener unas
concentraciones intracelulares adecuadas de Na*, K*, CI- y Ca®"; y logicamente asegurar la

interaccion ciclica miofibrilar que garantice la funcion de contraccion muscular.
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Con respecto a esta Ultima, la cantidad de calcio libre que alcanza los miofilamentos de
actina y miosina representa un factor determinante: el calcio se fija a la proteina reguladora
(troponina) que inhibe la accién de la tropomiosina y permite la interaccion de los
filamentos finos de actina y gruesos de miosina. La hidrdlisis de ATP por la miosina
ATPasa permite la rotacion de la cabeza de miosina alrededor de su ciclo de union a la
actina. Numerosos ciclos de rotacion-union-separacion de los puentes son necesarios para
posibilitar una sola contraccion muscular. Al final de los ciclos, la separacion de los
puentes necesita igualmente una molécula de ATP. La relajacion dependiente de la energia
esta en funcion de las capacidades de almacenamiento de calcio por el reticulo
sarcoplasmico que reconstituye los depoésitos de calcio, gracias a una bomba ATPasa

calcio-magnesio dependiente.

En cuanto a la homeostasia, en las células musculares existe una estrecha relacion entre las
concentraciones intracelulares de Na* y Ca®". La bomba Na'/K*-ATPasa, situada en la
membrana celular, regula la concentracién intracelular de Na*. Las bajas concentraciones
de Na" intracelular crean un gradiente con el medio extracelular, que facilita a su vez el
intercambio de Na* con el ion Ca®', a través de canales idnicos diferentes. La
concentracion intracelular de calcio, cuya misién principal es garantizar la contraccion
muscular, es mucho menor que en el medio extracelular. La despolarizacion de membrana
que llega con las terminaciones nerviosas hace que aumente la concentracion de Ca?
intracelular desde el medio extracelular y desde el reticulo sarcoplasmatico, y en ultima
instancia esto provoca el deslizamiento de los miofilamentos y la contractura muscular
(figura 15). Sin embargo, como veremos, el aumento incontrolado en la concentracion del

calcio intracitoplasmatico juega también papel central en la destruccion muscular®3,

47



Tesis Doctoral Ifigo Cearra Guezuraga

ACOPLAMIENTO EXCITACION-
CONTRACCION

Figura 15. Esquema ilustrativo del funcionamiento de la célula muscular, donde se aprecia la presencia de
bombas iénicas de membrana, y el papel central del Ca?*.

Tomado de Guyton, A.C. Hall, J.E. Tratado de fisiologia médica. 112 ed. Madrid: Elsevier; 2006.

Fisiopatologia del dafio local por compresion e isquemia

Puede haber una muerte celular por una lisis mecanica, que directamente la destruya, o que
le provoque lesiones irreversibles que pongan en marcha su apoptosis. Entre estas, se
incluye el fracaso de la funcion de barrera por porosidad en la membrana o por malfuncién
de sus canales, o la estimulacion del reticulo sarcoplasmatico, en ambos casos con el
resultado de aumentar la concentracion del calcio intracelular, 1o que inicia una serie de
cambios fisiopatoldgicos que enseguida analizaremos. Este dafio que se inicia por factores
mecanicos es principalmente atribuible a traumatismos durante la cirugia, y especialmente

a la compresion mecénica que ejerce el manguito.

En lo respectivo a la isquemia, el dafio se inicia cuando la célula muscular o miocito se ve
privada del aporte sanguineo, y con él se interrumpen la llegada de nutrientes y oxigeno.
Esto impide la fosforilizacion oxidativa normal en la mitocondria, y la generacion de

energia por via aerobia (“respiracion mitocondrial”’). En este contexto, la célula muscular

48


http://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjw-Y34xYvKAhUC1hQKHf9_ByQQjRwIBw&url=http://es.slideshare.net/MarioCuna/insuficiencia-cardiaca2&bvm=bv.110151844,d.d24&psig=AFQjCNHMsFZB2dXS6C8Tin07sgfPwAgivA&ust=1451838421477602

Tesis Doctoral Ifigo Cearra Guezuraga

se ve obligada a llevar a cabo un metabolismo anaerobio, y hay una disminucién de la
produccion de ATP. La necesidad de energia hace que cuando todo el Adenosin Trifosfato
(ATP) ha sido hidrolizado a Adenosin Difosfato (ADP), éste ultimo sea hidrolizado a su
vez a Adenosin Monofosfato (AMP). Como veremos, el metabolismo de este AMP va a

jugar un papel muy relevante en la génesis del sindrome de isquemia-reperfusion.

Cuando esta situacion se prolonga en el tiempo, el metabolismo anaerobio (glicolisis
anaerobia) da lugar a la acumulacién de lactato y de protones (H*), lo que lleva a una
progresiva acidificacion del medio intracelular’*’. Esta acidificacion, junto con la
deplecion del ATP, origina un descenso de la actividad de las bombas Na*/K*-ATPasa y
Ca2*-ATPasa, lo que finalmente conduce a un aumento de la concentracion del Ca?*

intracelular.

El incremento de la concentracion de Ca?* intracelular constituye, como hemos sefialado, el
primer paso a partir del cual se inician varios procesos patoldgicos*, que llevan a la

muerte de la célula muscular (rabdomiolisis):

e Contractura muscular mantenida, con gasto de las reservas de ATP.

e Aumento de la actividad de las proteasas citoplasmaticas, que degradan las
proteinas miofibrilares.

e Activacion de las fosforilasas Ca?* dependientes, que lisan las membranas celulares
(citoplasmatica, mitocondrial, lisosomal...).

e Activacion de nucleasas o fosfodiesterasas, que degradan los &cidos nucleicos.

e Disminucién de la produccion mitocondrial de ATP por inhibicion de la respiracion
mitocondrial, lo que unido a la deplecidn de las reservas existentes de ATP lleva al
colapso energético.

Un esquema de este proceso puede apreciarse en la figura 16.
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Figura 16. Algoritmo etiopatologico de la rabdomiolisis por compresion e isquemia.

Modificado de Malinoski DJ, Slater MS, Mullins RJ. Crush injury and rhabdomyolysis. Crit Care Clin
2004;20:171-92.

Ademas de esto, otro efecto importante es el desarrollo de edema celular. La membrana
plasmatica se altera al inhibirse la actividad de la bomba Na*/K*-ATPasa, que
normalmente transporta el Na* hacia el exterior celular y el K™ hacia el interior. De esta
forma, y debido a la elevada concentracion de cloro extracelular y la elevada
concentracion protéica intracelular el cloro penetra dentro de la célula con un cation (sodio
y calcio) arrastrando agua y el potasio sale fuera para mantener el equilibrio i6nico con el
espacio intersticial (efecto Donnan: se crea una presion oncotica coloidal intracelular alta).
El edema celular resultante va a tener consecuencias, como veremos, durante la

reperfusion.

Fisiopatologia del dafio local por el sindrome de isquemia-reperfusion
Ademaés de estos cambios intracelulares, con la reperfusion de los tejidos sometidos al

dafo descrito, entran en accién una serie de agentes que van a amplificar ese dafio local y
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van a extenderlo al conjunto de la economia: las citocinas y el complemento, los
polimorfonucleares activados —basicamente neutréfilos-, los radicales libres de oxigeno, y
la alteracion de la permeabilidad capilar. Nos centraremos primeramente solo en el dafio
local, donde esta clasicamente reconocido que el dafio originado durante la reperfusion es
mayor que el originado durante el periodo de isquemia®®. Por otra parte, en el futuro nos
referiremos indistintamente a PMNs y a neutrofilos, dado el papel muy mayoritario de

estos ultimos en el conjunto de los PMNSs.

Como es sabido, las Citocinas son un conjunto amplio y diverso de proteinas, cuya mision
es la comunicacion intercelular. De esta manera, inducen la activacion de receptores
especificos de membrana, funciones de proliferacion y diferenciacion celular, quimiotaxis,
crecimiento y modulacién de la secrecion de inmunoglobulinas. No obstante, su funcién
principal, y la que méas nos interesa analizar ahora, es la modulacion de la respuesta

inflamatoria, existiendo citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias'4>143,

Son producidas fundamentalmente por los linfocitos y los macréfagos activados, aunque
también pueden ser producidas por leucocitos polimorfonucleares (PMNSs), células

endoteliales, epiteliales, adipocitos, células musculares y del tejido conjuntivo.

El papel de las citocinas en el desarrollo del sindrome de isquemia-reperfusion ha sido
ampliamente estudiado, siendo algunos de los principales implicados Interleucina-1 (IL-1),
Interleucina-6 (IL-6), Tomboxano A2 (TXA2) y los Factores de Necrosis Tumoral (TNF).
Estas citocinas median las sefiales entre el leucocito activado y el endotelio vascular, y
parece que son también responsables de la adhesién selectiva de los leucocitos a dicho
endotelio y la migracion a su travésl#h 145 146,147,148, 19 e esta forma, en los tejidos
sometidos al insulto isquémico van acumulandose estas citocinas, que al extenderse a la
circulacion sistémica con la reperfusion activan, reclutan y atraen leucocitos a dichos
tejidos, sentando las bases para que éstos inicien un dafio por reperfusion que en seguida

describiremos.

En cuanto al Sistema del Complemento, sabemos que constituye una de las herramientas

de la respuesta inmune innata. Consta de un conjunto de moléculas plasmaticas implicadas
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en distintas cascadas bioquimicas, cuyas funciones son potenciar la respuesta inflamatoria,
facilitar la fagocitosis y dirigir la lisis de células incluyendo la apoptosis. EI Complemento

se activa por 3 vias: clasica, alternativa, y de las lectinas.

En general, los integrantes de este sistema se nombran con una C seguida de un nimero
que indica el orden de participacion en la cascada (del 1 al 9). Las tres vias tienen un
acontecimiento comun que consiste en la formacion de la C3 convertasa, enzima capaz de
convertir C3 en C3b y C3a. La via clésica se activa fundamentalmente por complejos
antigeno-anticuerpo. La via de las lectinas se activa por la presencia de ciertos azucares
(mananos) que aparecen en la superficie de las bacterias. La via alternativa no necesita

anticuerpos para activarse, al ser un sistema mas primitivo.

Cuando la activacion llega hasta el final tiene lugar la lisis celular (destruccién de la
célula), proceso en el que intervienen los componentes de C5 hasta C9 (complejo de ataque
a membrana). Esta fase final de la cascada tiene como resultado la formacion de grandes
poros en la membrana, alterandose el equilibrio osmotico y destruyendo el agente patégeno

o la célula afectadal®.

En este contexto, se propone que las células sometidas a isquemia expresan en su
superficie un neoantigeno o “antigeno de isquemia”, al cual se une la IgM circulante con la
llegada de la reperfusion. Esto desencadena la union de C1 al complejo y la activacion del
complemento, pasando por la formacion de C3a y C3b y luego de los complejos de ataque
a membrana, que en Gltima instancia dafian los tejidos sometidos a isquemial®: %2,
Ademas, estos complejos estimularian el metabolismo del &cido araquiddnico, precursor de
la sintesis de eicosanoides, y presente en las membranas celulares que destruyen. De este
modo favoreceria a su vez la formacién de citocinas y otros mediadores pro-inflamatorios,
como Prostaglandina E2, Leucotrieno B4, tromboxano B2, IL-1, y favoreceria también la

produccion de radicales libres de oxigeno® 14,

El papel del Complemento como catalizador del dafio por sindrome de isquemia-
reperfusion a nivel local y sistémico ha sido demostrado en modelos animales, con un

menor dafio en ratones con déficit de C5 o tratados con inhibidores del complemento®®®: 15
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157, 158,139,160 En humanos, la activacion del complemento es clasicamente reconocida por

el incremento de los niveles de C3a y C5a tras la isquemia de miembros inferiorest6! 162,

Los radicales libres de oxigeno (RLO), en literatura inglesa Reactive oxygen species
(ROS), juegan un papel central en el desarrollo del Sindrome de Isquemia-Reperfusion. Por
ello, merece la pena hacer una breve descripcion de los mismos, antes de explicar sus

efectos.

Se llama radical a cualquier especie atdbmica 0 molecular que tenga un electron o mas no
apareados en su Orbita externa. Los radicales son por lo general muy reactivos y buscan
con avidez completar su par electronico. Esto puede lograrse mediante una reaccion entre
dos radicales, con lo cual ambos dejan de serlo, o bien, sustrayendo un electron de otra
molécula, la cual se convierte entonces en un radical. Este Gltimo mecanismo puede dar
lugar a reacciones en cadena, es decir la propagacién del fenémeno inicial, que incluye la

peroxidacion lipidica de los lipidos de membrana®®?,

En condiciones normales, el cuerpo elimina el 95% del oxigeno transforméandolo en agua
en una reaccion catalizada por la citocromo oxidasa mitocondrial. Sin embargo, el 5%
restante se procesa por la denominada reduccion univalente del oxigeno, que consiste en
que el oxigeno se va reduciendo de un en un electron, originando por tanto de forma

fisiologica radicales libres de oxigeno, sustancias con un nimero impar de electrones.

Asi, los radicales libres de oxigeno son metabolitos toxicos que presentan estados

intermedios de reduccion electroquimica del oxigeno al agua® 165,

Se sefialan los principales RLO en el orden en que se produciria dicha reduccion
progresiva. Ademas, se afiaden por su importancia otros RLO producto de la reaccién con
otras moléculas. Como se aprecia, se suelen representa con el signo de la carga aniénica y

un punto cuando existe un electron no pareado.

e Anion superdxido ( "O2 ): Suele constituir el primer paso en la reduccion del

oxigeno, y ser la fuente a partir de la cual ser forman el resto de RLO.
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Perdxido de hidrégeno ( H202 ): El peroxido de hidrogeno (H202), a pesar de no
ser en si un radical, tiene una importancia vital, ya que en presencia de los
metales de transicion Cu+ o Fe2+ da lugar a la reaccién de Fenton con la
produccion de radical hidroxilo ((HO).

Radical hidroxilo ( 'HO ): el radical hidroxilo formado es un oxidante en
extremo reactivo que interacciona con casi todas las moléculas que se encuentran
en los organismos, a velocidades solo limitadas por su difusion.

Oxigeno singular (oxigen singlet) ( 1O2): Como no tiene electrones no apareados,
no constituye estrictamente un RLO, pero por su gran reactividad e intervencion en
muchas reacciones en las que participa el O2 molecular, se suele incluir en dicho
grupo. Tiene una gran capacidad oxidante frente a muchas moléculas biologicas,
sobre todo lipidos de membrana.

Acido hipocloroso ( HOCI ): no se forma directamente por reduccion progresiva
del oxigeno, sino a partir de H20> por accion de la Mieloperoxidasa (MPO). Es un
ion no disociado del cloro dependiente del oxigeno, altamente inestable y altamente
reactivo. Es una molécula que a su vez reacciona con otras moléculas produciendo
nuevos RLO, expandiendo la reaccion.

Peroxinitrito ( OONO" ): formado por reaccion entre *O2” y NO. De especial

importancia a nivel del endotelio vascular.

En la tabla 17 se muestra la reduccion progresiva del oxigeno, hasta la formacién de agua,

con la produccidon de algunos de los radicales descritos. En la figura 18, por otra parte, se

muestran las reacciones formadoras de nuevos RLO a partir del acido hipocloroso.
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Figura 17. Formacion de radicales libres a partir de la reduccion del oxigeno.

Figura 18. Formacion de radicales
libres a partir del acido hipocloroso.

Tomado de Gillani S, Cao J, Suzuki
T, Hak DJ. The effect of ischemia
reperfusion injury on skeletal
muscle. Injury 2012;43(6):670-5.

Sin embargo, esta reaccion de reduccion fisiologica se exacerba de forma patoldgica,
cuando en tejidos en los que se han acumulado una serie de metabolitos durante un periodo

de isquemia, vuelve a recibir oxigeno con la reperfusion.

La produccion de los RLO en el tejido sometido a isquemia y reperfusion se realiza
basicamente a partir de la Xantina Oxidasa (XO) y de los neutréfilos activados.

La Xantina Oxidasa es una enzima presente en el endotelio microvascular del tejido
muscular, en condiciones normales en una célula no isquémica, en forma de Xantina
Deshidrogenasa (XDH) dependiente de la coenzima nicotinamida adenina dinucleétido
(NAD) en su forma oxidada (NAD+).
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Durante la isquemia, XDH se convierte progresivamente en XO. La acumulacion de XO,
junto con la acumulacion de Hipoxantina, producto de degradacion del ATP, ADP y AMP,
sientan las bases para la produccion de radicales libres de oxigeno, con la llegada de la
reperfusion: la XO cataliza la conversion de Hipoxantina a Xantina, y de esta reaccién
resulta la produccién de un anion superdxido. Este Gltimo iniciard una cadera de oxidacion-
reduccion, con produccion de nuevos radicales librest® 167 168 Se muestra un pequefio

resumen de esta reaccion en la figura 19.
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Figura 19. Formacion de anidn superoxido a partir de la Xantina Oxidasa.

Ademas del anion superoxido resultante de la accion de la XO, otra de las principales
fuentes de RLO proviene de la activacion de los neutrofilos, que de forma fisioldgica
cuentan con un amplio arsenal de radicales para su funcion bactericida, pero que en este
caso van a dafiar las células propias. Entre los radicales producidos por los neutréfilos
destacan:
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e Anidn superdxido, formados por accion de la Fagocito Oxidasa sobre la coenzima
nicotinamida adenina dinucledtido (NAD), en este caso en su forma reducida
(NADH)®,

e Perdxido de hidrogeno, por la accién de la Superéxido Dismutasa (SOD) sobre el
anion superéxido.

e Acido hipocloroso, producto de la reaccion catalizada por la Mieloperoxiadasa
(MPOQ) a partir del peroxido de hidrégeno, como se ha descrito anteriormente.

e Peroxinitrito, resultado de la reaccion de NO con el anion superéxido, como

también se ha explicado.

En cualquiera de los casos, los RLO generados producen un dafio molecular directo o

indirecto?®®,
Dentro del dafio directo, se describen:

e Modificaciones de los &cidos nucleicos y rupturas del ADN0 171,

e Despolimeracion de mucoplisacaridos y del acido hialurénico, asi como
degradacion del colageno'’?.

e Inactivaciones enzimaticas, en particular por oxidacion de grupos sulfhidrilo, lo

cual puede por si mismo alterar la integridad de las membranas®”3.

El dafio indirecto es aquel derivado de la reaccién del RLO, principalmente anion
superoxido, con otras moléculas, alterandolas y convirtiéndolas a su vez en nuevos
radicales libres. EIl proceso principal en este sentido es el de lipoperoxidacion, que
constituye la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados contenidos en los fosfolipidos
de las membranas celulares. De ello resulta una reaccion en cadena con formacion de
radicales libres intermedios que son altamente reactivos y, por tanto, extremadamente
toxicos'® 17>, La riqueza en acidos grasos insaturados de las membranas celulares e
intracelulares nos dan idea de la gravedad potencial de las lesiones de membrana, que
pueden conducir a la pérdida de funcion de barrera de la misma y, finalmente, a la

apoptosis celular.
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Por otra parte, la progresion de la cascada oxidativa sobre los lipidos de membrana
conduce a la activacion de las vias de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa, con formacion de
compuestos ciclicos como los eicosanoides, de tipo prostanoides (protaglandinas,
tromboxano, prostaciclina), o leucotrienos. Se considera que la activacion de dichas vias
junto con la liberacion de iones de metales de transicion (como el Fe?*), contribuyen a la
expansion de la lipoperoxidacion en los tejidos vecinos, cerrando un circulo viciosol™®.
Ademas, los productos de la via de la lipooxigenasa contribuyen a la activacion de mas

neutrofilos’”,

Merece destacar en esta perioxidacion lipidica el papel del &cido hipocloroso (HOCI),
producido fundamentalmente a partir de la Mieloperoxidasa (MPO), ya que se le considera
actualmente el actor principal en la mismal’® 18 181 En especial, resulta especialmente
dafiina la formacion de oxigeno singular (*0,), a partir de HOCI y H,02; y del radical
hidroxilo (HO), a partir del y Fe?*. Tanto O, como "HO son radicales de vida muy corta

pero extremadamente reactivos.

Llegamos finalmente a la descripcion de los PMNs neutrofilos, principales células
ejecutoras del sistema inmune. Estas células van a migrar al tejido que ha soportado la
isquemia, atraidas por los factores quimiotacticos liberados, principalmente citocinas, y
van a desarrollar una accién dafiina sobre el mismo, a través principalente de la liberacion
de los granulos contenidos en su citoplasma, y que liberan al espacio extracelular cuando

son activados. Estos granulos son de cuatro tipos*’®:

e Azurotfilos o primarios: contienen Mieloperoxidasa (MPO), lisozima, hidrolasas
acidas y proteasas neutras, entre ellas elastasa. Ya hemos destacado la importancia
capital de la MPO en la generacion del &cido hipoclérico, iniciando la cascada de
peroxidacion lipidica.

e Especificos o secundarios: mas grandes, contienen lisozima, colagenasa, gelatinasa,
apolactoferrina, activador del plasmindgeno, histaminasa y fosfatasa alcalina. Se
considera que los productos de los granulos especificos podrian tener un papel en la

activacion del Sistema del Complemento, antes comentado'®. Ademas, la
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apolactoferrina y la colagenasa juegan un papel relevante en la adhesion de los
neutrofilos al tejido diana®®*.
e Terciarios: con contenido en gelatinasa y catepsinas, podrian tener una funcién

también de facilitar la adhesion del neutrofilo®,

Aunque las citocinas son parcialmente responsables del aumento de la permeabilidad
vascular, este efecto es resultado de varios factores mas. Los propios leucocitos activados
que llegan al foco de quimiotaxis, se adhieren al endotelio y crean un “microambiente” que
resulta en un aumento de la porosidad endotelial, cuando no en su disrupcion?®. La pérdida
de competencia de la barrera microvascular continda cuando los PMNs migran al espacio

extracelular (intersticial) y liberan las enzimas citotoxicas y RLO descritos®™.

También parece tener un papel central al respecto el éxido nitrico (NO), que en
condiciones normales es un importante regulador del tono de vasodilatacion vascular.
Durante la isquemia, hay un descenso en la produccion de NO, mediada principalmente
por una menor actividad de la 6xido nitrico sintetasa endotelial (eNOS en inglés), y parte
del poco NO disponible reacciona durante la reperfusion con el anion superoxido, lo que
da lugar a la formacion del radical Peroxinitrito (OONO), tal y como se ha descrito
anteriormente. Parece que la combinacion de la disminucion de la biodisponibilidad del
NO, y la formacion de OONO" tienen como efecto un aumento patolégico de la
permeabilidad endotelial®®’,

El resultado de la disfuncion de la barrera microvascular es la salida de proteinas
plasmaticas al espacio extracelular, lo que origina un aumento de la presion oncética o
coloidosm@tica intersticial. La salida de proteinas desde el espacio vascular arrastra agua,
resultando un edema en el espacio intersticial, que junto con el edema intracelular, lleva a
una compresion de los capilares, e incluso a su oclusion completa y/o trombosis. Es mas,
se ha propuesto que la acumulacién y adhesion de leucocitos en los vasos pueden per se

llevar a su trombosis?ee,

Este empeoramiento paraddjico de la perfusién microvascular tras un periodo de isquemia,

que se conoce como el “fenémeno de no retorno”, repercute en la célula muscular, que no
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puede satisfacer sus demandas energéticas con la llegada de la reperfusion, y lleva a la

necrosis muscular.

Se muestra el esquema completo del desarrollo fisiopatoldgio del dafio por compresion,

isquemia y reperfusion en la figura 20.
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Figura 20. Algoritmo patogénico de la rabdomiolisis.

Modificado de Malinoski DJ, Slater MS, Mullins RJ. Crush injury and rhabdomyolysis. Crit Care Clin
2004;20:171-92.

Fisiopatologia del dafio sistémico

Ya hemos mencionado y seguiremos analizando que para las isquemias programas
estandar realizadas en Traumatologia y Cirugia Ortopédica, es rara la aparicién de
complicaciones sistémicas relevantes. Para que las mismas aparezcan es necesario un dafio
local mucho mayor, y nuestro conocimiento en ese sentido deriva mas bien de la
experiencia en catastrofes con aplastamientos de extremidades (crush syndrome) y/o dafio

arterial agudo, y de las isquemias prolongadas tras embolismo arterial agudo.
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La repercusion sistémica del dafio va a tener dos origenes fundamentales: el desequilibrio
ionico y la produccién de metabolitos a nivel local que resultan tdxicos a nivel

189

sistémico’®, y la accion de radicales libres de oxigeno a distancia del foco inicial**.

El desequilibrio ionico entre medio intracelular y extracelular que se van desarrollando
durante la isquemia, como se ha explicado, dan lugar a la acumulacion intracelular de iones
como sodio Yy calcio, y la salida al medio extracelular de otros tipicamente intracelulares,
destacando el potasio. Este desequilibrio da lugar al secuestro de liquidos a nivel
intracelular y en el tercer espacio en el miembro reperfundido, y un descenso del volumen
circulante eficaz. Ademas, el desarrollo de un metabolismo anaerobio durante el periodo
isquémico origina varios metabolitos de desecho, como las purinas, y una acidosis local.
Por ultimo, la muerte celular facilita la salida de moléculas intracelulares como la Creatin
Kinasa (CK), Lactato Deshidrogenasa (LDH) o la Mioglobina (Mb). Con la llegada de la
reperfusion, estos desequilibrios locales se transmiten al torrente sanguineo,
desarrollandose hiperpotasemia, hiperuricemia, hiperfosfatemia, hipocalcemia, acidosis -
debida mayormente a la formacién de lactato-, y aumento de CK y Mb. Ademas, el
aumento de permeabilidad vascular en los vasos del miembro reperfundido y el desarrollo
de edema celular y del aumento de la presion coloidosmética en el espacio intersticial
Ilevan al secuestro de liquido en el miembro, y el eventual desarrollo de una hipovolemia y

una hemoconcentracion.

De los metabolitos liberados al torrente sanguineo, son especialmente deletéreos el potasio
y la Mb. Por una parte la hiperpotasamia, si es suficientemente alta y asociada a la
hipocalcemia y descenso del volumen sanguineo circulante, es capaz de provocar arritmias
cardiacas e incluso parada cardiaca y muerte. El propio desequilibrio de fluidos puede dar
lugar a un shock hipovolémico o distributivo. Por otra parte, la Mb liberada al torrente
sanguineo debe ser filtrada por el rifion. La deplecion de volumen plasméatico y la
liberacion en el mismo de acidos resultantes del metabolismo anaerobio dan lugar a un
descenso del pH urinario, y esto da lugar a la precipitacion de la Mb en gel, llegando a
obstruir los glomérulos. EI descenso del volumen circulante junto con la precipitacion de la

Mb puede dar lugar a una necrosis tubular aguda y fallo renal, también eventualmente letal.
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Por altimo, hay un aumento de la actividad de tromboplastina, que puede dar lugar a una
hipercoagulabilidad, y el desarrollo de una coagulacién intravascular diseminada (CID).

Como se ha dicho, otra parte del dafio sistémico puede devenir de la accion de los
radicales libres a distancia del foco original. Se ha descrito la posibilidad de aparicion de
un Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS o SIRS en inglés) con fracaso
multiorganico, tras una isquemia de miembros inferiores, sobre todo en pacientes
criticos®L. Se postula que la liberacion de mediadores pro-inflamatorios como las citocinas
y los RLO en el lugar de la isquemia, lleva a una activacion leucocitaria y del endotelio
vascular en maltiples lechos ademas del foco original'®? 193 194195 E[ pylmon seria el
6rgano mas vulnerable, con posibilidad de desarrollar un distrés respiratorio agudo o
insuficiencia respiratoria dentro de las 24 a 72 horas posteriores al evento isquémico,
mediado por el incremento de la permeabilidad microvascular y la acumulacién de
neutréfilos en el lecho pulmonar'® %7, Los siguientes 6rganos con posibilidad de
disfuncion mediada por el SRIS y formacion de RLO a distancia del foco original, serian el
higado, el rifion, el sistema gastro-intestinal, el sistema nervioso central, y el miocardio;
por ultimo, pueden desarrollarse trombosis, coagulacion intravascular diseminada e

inmunocompromiso!®® 1%,

Conviene remarcar una vez mas que durante la realizacion de isquemias programadas
estdndar de menos de 3 horas de duracion, y con manguitos neumaticos a presiones
razonables, no es esperable ver semejantes complicaciones, pero conviene conocer los
mecanismos fisiopatolégicos de dafio sistémico, porque si pueden apreciarse leves cambios

analiticos de los parametros descritos.

Se resumen los cambios fisiopatoldgicos descritos en la tabla 3.
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Tabla 3. Resumen de los principales agentes implicados en el daio sistémico, y la accion que desarrollan,
tras una isquemia de extremidades.

Agente Efecto
Potasio Hiperpotasemia y cardiotoxicidad, asocia hipocalcemia e hipovolemia
Fosfato Hiperfosfatemia, empeorando la hipocalcemia

Acido organicos

Acidosis metabdlica y aciduria

Mioglobina

Mioglobinuria y nefrotoxicidad

Purinas

Hiperuricemia, cristales acido urico

Creatin Kinasa

Elevacién de niveles plasmaticos de CK

Tromboplastina

Coagulacion Intravascular Diseminada

Agua, Sodio, Calcio

Hipovolemia, inestabilidad hemodinamica, fallo prerrenal, hipocalcemia,
depdsito calcio en células musculares dafiadas

Radicales libres

SRIS, fracaso respiratorio y multiorganico
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Traduccion clinica de las alteraciones descritas

Lesion de la piel

Como se ha sefialado en apartados anteriores, la piel puede lesionarse tras la utilizacion de
un manguito neumatico u otro dispositivo de isquemia. No obstante, la aparicion de
lesiones es rara, describiéndose una frecuencia de 0.04% al 1.5% de los casos®® . Puede
tratarse de dafios por compresion, por lesion térmica o quimicall & 9%y el espectro de
lesiones varia desde la aparicion de enrojecimiento, a la aparicion de flictenas,
despegamientos cutaneos o necrosis. La inmensa mayoria de las veces suele tratarse de
lesiones menores, y con resolucion espontanea®®, cuya incidencia ademas podria

disminuirse siguiendo las recomendaciones anteriormente sefialadas?® %% %2,

Dafio neuroldgico

Hemos visto que a nivel anatomopatoldgico y electroneuromiogréfico se aprecian
alteraciones de los nervios periféricos en el miembro sometido a isquemia en la amplia
mayoria de los individuos, tanto en modelos animales como en la experiencia clinica.
Recordemos, en ese sentido, que se han descrito alteraciones electroneuromiograficas y de
velocidad de conduccion nerviosa en la extremidad intervenida de hasta un 62,5% de los

pacientes sometidos a una cirugia ortopédica con manguito de isquemial®.

No obstante, dichas alteraciones tienen en general una escasa trascendencia clinica. No hay
unanimidad a la hora de cuantificar la incidencia de lesiones nerviosas clinicamente
detectables en el corto plazo, con registros que oscilarian entre un 0,1% a un 7,7%*" 8. El
0,1% corresponde a un registro escandinavo de todo tipo de cirugias bajo isquemia
realizadas por Cirujanos Ortopédicos en Noruegall. El 7,7% se describe tras cirugias de
artroplastia total de rodilla, en las que el tiempo medio fue bastante mas largo del habitual,
de 145 minutos’®. Esta discrepancia podria explicarse por una parte porque los tiempos
mas largos de isquemia se relacionan con mayor riesgo de lesion neurologica, y por otra
parte por la posibilidad de que se establezcan distintos criterios en lo respectivo a la
definicion de “lesion neuroldgica clinicamente detectable”. Si hay consenso en que, a pesar
de que las lesiones parecen mas frecuentes en miembro superior que en el inferior'!4, el

nervio ciatico popliteo externo es el mas vulnerable de las extremidades, probablemente
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por su posicion subcuténea en la vecindad de la rodilla. También hay consenso, y esto es lo
mas importante en este apartado, en que salvo contadas excepciones, en la inmensa
mayoria de los casos las lesiones detectadas corresponden a neuroapraxias con resolucién

espontanea en el curso de pocas semanast® 67 78 101, 114,

Es decir, que podemos concluir que el uso correcto del manguito de isquemia, en general,
no da lugar a lesiones neurolodgica clinicamente relevantes, aunque ocasionalmente origina

neuroapraxias autolimitadas y con resolucion esponténea.

Cabe destacar por Ultimo en este apartado las parestesias de muy breve duracién que
pueden experimentar los pacientes con el retorno de la perfusion, de etiologia no bien

conocida, y que pueden ser vividas como una experiencia desagradable?.

Daiio muscular: dolor, edema, retraso en la recuperacion funcional.

El tejido muscular es, como hemos repetido ya en numerosas ocasiones, el mas vulnerable
al dafio por cualquiera de las vias patogénicas explicadas. Ademas, el volumen muscular
supone un porcentaje muy alto del volumen total del miembro. Esto hace que
complicaciones locales del conjunto de la extremidad como el dolor, el edema, o el tiempo
de recuperacién funcional, puedan ser achacables principalmente al dafio ocurrido sobre el
tejido muscular. Siempre al margen, claro esta, del dafio inherente a la propia cirugia que

motivo la isquemia.

Bruner acufia en 1951 el término, hoy casi abandonado, de “sindrome post-torniquete”, que
se caracteriza por debilidad, rigidez articular, disestesias, y dolor®®. Actualmente se acepta
que dicho “sindrome” obedece principalmente a la isquemia y necrosis muscular, el edema
intracelular y del tercer espacio, y la congestion microvascular?®, todo ello originado

segun lo descrito en el apartado de fisiopatologia.

Hay un interés creciente en los ultimos afios por definir la parte del dafio quirtrgico que es
atribuible sélo al uso del manguito de isquemia, y las consecuencias funcionales que pueda
tener. Se acepta que las diferencias entre usar o no usar un manguito de isquemia pueden
ser sutiles, y de hecho, ya hemos mencionado que hay multitud de estudios experimentales

y clinicos que indican que no hay diferencias en el largo plazo3: 77 79 80.81,82,83, 84,85
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Pero se considera que en el corto y medio plazo si puede tener un impacto cuantificable,
con respecto a la recuperacion funcional. En este sentido, hay multitud de trabajos
recientes que comparan una misma cirugia, llevada a cabo con o sin isquemia, para
evidenciar estas diferencias. La mayoria de la bibliografia se centra en cirugias de
artroplastia de rodilla, seguida a distancia de cirugias en el tobillo y pie, y por ultimo

Cirugias en extremidad SuperiorSl, 33,77, 79, 81, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214

Con respecto al dolor, casi todos los estudios de nivel de evidencia | y metaanalsis
recientes, muestran una disminucion estadisticamente significativa del dolor cuando no se
emplea manguito de isquemia, en algunos sélo durante los primeros dias?t 202, 204, 207, 208,
210, 209, 212, 213 " an otros casos hasta las 2 semanas®® 2% o en ocasiones incluso hasta 6
semanas tras la cirugia®l. En extremidad superior, en un metaanalisis reciente, se concluye
que aun cuando las carencias metodoldgicas y el tamafio de las muestras impiden alcanzar
una significacion estadistica, la tendencia a una disminucion del dolor en los pacientes no

sometidos a isquemia parece clara®.

Cuando se evalua el edema en la extremidad intervenida, empleando o no isquemia, se
detecta un incremento en los pacientes operados con torniquete. Las diferencias alcanzan
significacion estadistica solo durante los primeros dias?'?, 2 semanas 8, o 6 semanas®’. Un
metaanalisis reciente parece confirmar ese mayor edema a las 6 semanas, que se cuantifica
en un incremento medio del perimetro del tobillo en 0,8cm, en cirugias de pie y tobillo 2°’.

En otros casos, no llegan a detectarse diferencias significativas en ninglin momento3% 20%
202, 205

Otro parametro relevante es la recuperacion del balance articular en el miembro
intervenido. Se describe un rango articular significativamente mayor en extremidades
intervenidas sin isquemia en los primeros dias?'*?*?, a las 2 semanas®!, 6 semanas®! u 8
semanas®®®. En un metaanalsis reciente sobre protesis de rodilla, se cuantifica en 10° maés,
de media, la recuperacion del rango articular a los 10 dias tras la cirugia, cuando no se
emplea manguito neumatico. Existe incluso un ensayo clinico aleatorizado donde se

descubren diferencias de forma residual, a los 2 afios tras la cirugia, a favor del no uso del
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206

manguito En otros estudios donde se ha evaluado el rango articular, no se encuentran

diferencias en ningtn punto?°%2%,

También se ha medido la recuperacion de la fuerza, sobre todo en cuadriceps. En dos
recientes trabajos, se detecta una disminucion significativa de la fuerza de contraccion del
cuadriceps en las primeras semanas y hasta 3 meses después de la cirugia, cuando se utilizo
un manguito neumatico’’2°2 2% _a fuerza tardd en normalizarse por completo entre 6 y 12

meses?%2.

En ocasiones se han medido los resultados con escalas de valoracion funcional (KOOS,
WOMAC, Oxford). En un ensayo clinico aleatoriozado se encuentran resultados mejores,
con significacion estadistica, a las dos semanas tras una cirugia de artroplastia de rodilla,
en los pacientes no sometidos a isquemia; posteriormente las diferencias pierden
significacion estadistica?®®. En otro ensayo, aunque hay resultados levemente favorables a
la cirugia sin manguito, no se llegan a alcanzar diferencias significativas®!, y lo mismo

ocurre en dos metaanalisis?% 203,

En consideracion de la mejora de los pardmetros descritos, se considera que el no emplear
un manguito de isquemia repercute en una recuperacion funcional mas rapida?? 214, En
este sentido, al estudiar el tiempo de retorno al trabajo, un trabajo ya clasico describe
una reincorporacién 7 dias antes en los pacientes operados sin isquemia, al osteosintetizar
una fractura de tobillo?®; sin embargo, otros estudios recientes no encuentran
diferencias?®” 2% 211 | o mismo cabe decir respecto al tiempo de ingreso, donde sélo hay
un estudio de calidad, un ensayo clinico aleatorizado, donde se aprecian ingresos mas
largos para una determinada cirugia —osteosintesis de fractura de tobillo-, en los pacientes
sometidos a isquemia®’. No obstante, el propio estudio reconoce que al excluir a los
pacientes que sufrieron complicaciones, desaparecia la significacién de las diferencias
entre operados con o sin isquemia. Esto parece congruente con otros estudios, que tampoco

aprecian diferencias en el tiempo de ingreso33 81 201,207,
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Daiio sistémico y otros daios
Trataremos de aclarar, por ultimo, la implicacion que pueden tener las alteraciones

sistémicas a las que se ha hecho mencién en apartados anteriores.

En lo respecto al sangrado, existe cierta controversia. Como se ha ido desgranando al
principio de este trabajo, clasicamente se consideraba que el uso del manguito reduciria el
sangrado derivado de una intervencion. Hay varios estudios actuales donde efectivamente,
se aprecia una disminucion del sangrado, pero solo si nos cefiimos exclusivamente al
tiempo quirdrgico® 205 21213 por contra, en otros trabajos en los que se ha evaluado el
periodo postoperatorio, se sugiere que el uso del manguito de isquemia podria incrementar
el volumen de sangrado a nivel intraarticular y a través de los drenajes en el
postoperatorio®?® 124125126 Cyando se considera el sangrado total, en estudios actuales con
evidencia de calidad y metaandlisis, no se aprecian diferencias usando manguito de
isquemia o no®* 3 205 213 De esta forma, el manguito reduciria el sangrado durante la
cirugia, pero esto quedaria compensado por una mayor pérdida hemaética en el
postoperatorio, en el contexto de una mayor actividad firinolitica tras la retirada del
manguito. Podemos concluir, en definitiva, que el uso de manguitos neumaticos u otros
dispositivos de isquemia, no tienen una repercusion clinica relevante en lo relativo al

sangrado.

En la otra cara de la moneda, hemos hecho referencia al estado pro-trombético que parece
establecerse con el uso de un torniquete, y que da lugar al aumento de trombosis y
tromboembolismo antes descritos. Es muy importante destacar que hay una disociacion
entre los hallazgos patolégicos en pruebas complementarias, y su repercusion clinica real.
Asi, en los estudios antes mencionados en los que se apreciaban datos de trombosis en
venografia en hasta un 18% de los pacientes sometidos a una artroscopia con uso de
manguito de isquemia'?®, o microémbolos en ecocardiografia transesofagica en todos los
pacientes sometidos a una artroplastia de rodilla bajo isquemia®*°, es importante aclarar
que en ninguno de los pacientes dieron lugar al desarrollo de una trombosis venosa o un
tromboembolismo clinicos. De hecho, la mayoria de casos de problemas tromboembdlicos

clinicamente relevantes o incluso letales se describen en articulos clasicos “a propdsito de
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un CaSOnZlG, 217, 218

, en los cuales la exanguinacion o isquemia no se realizaron conforme a
los estdndares recogidos en el apartado de recomendaciones de uso. En algunas series si se
describe un aumento leve pero significativo del riesgo de trombosis venosa profunda
(TVP) y tromboembolismo pulmonar (TEP) en cirugias de artroplastia de rodilla, cuando
se emplea el manguito de isquemia®!® 220 22! También se aprecia esta tendencia en un
metaanalisis de cirugias de pie y tobillo, aunque sin alcanzar significacion estadistica’’.

En otros casos no se encuentran diferencias???

, Y en algunos estudios se sugiere que en el
riesgo de desarrollo de problemas de TVP o TEP puede jugar un papel mucho mas
determinante la agresividad de la cirugia®® o el tiempo de la cirugia??*, mas que el uso o no
de manguitos de isquemia. Hay incluso un estudio antiguo que aprecia mayor riesgo de
TVP cuando no se emplea el torniquete®?®, aungque no hay mas trabajos que apunten en esta
direccién. Puede concluirse, y asi lo hace la inmensa mayoria de la bibliografia, que no hay
evidencia suficiente en este sentido, como para desaconsejar el uso sistematico del
manguito de isquemia, aunque deberia tenerse especial precaucion con pacientes con

riesgos afiadidos de desarrollo de problemas tromboembolicos?®: 27 114,214,

En relacion con los cambios metabdlicos que se gestan durante el periodo de isquemia,
han sido estudiados desde hace largo tiempo®? 226 227. 228,229 En estos estudios se detectan
tras un periodo estandar de isquemia cambios leves en el pH, aumento de la concentracién
de &cido lactico, o variaciones en las concentraciones de la Xantina o Hipoxantina, con el
inicio de la reperfusién, que se normalizan en el curso de pocos minutos, sin
transcendencia clinica. De forma experimental se ha demostrado asimismo una rapida
normalizacion de estos parametros incluso tras isquemias de 3 horas’™® y de 4 horas®®.
También de forma experimental, se ha constatado un descenso de la Fosfocreatina, con
normalizacion en escasos minutos, y sin descenso de los niveles de ATP, cuando se realiza

una isquemia de hasta 3 horas®.

Por otra parte, también se ha estudiado la posible trascendencia clinica de un dafio
multiorganico y especialmente dafio pulmonar, derivado del sindrome de isquemia-
reperfusion, tras cirugias con tiempos de isquemia estandar sobre miembro inferior. Se ha

descrito un aumento de la permeabilidad microvascular, aumento del nimero de
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leucocitos, y generacion de RLO en tejido pulmonar tras una isquemia de duracion
estandar de miembros inferiores, en un estudio ya citado®®®, asi como alteracion de
parametros de intercambio gaseoso como la PaO- o el ratio a/A%. Al igual que ocurria con
los cambios metabolicos, estas alteraciones regresan a la normalidad en un plazo de

minutos, y no parecen tener ninguna repercusion clinica.

Por ultimo, se ha comentado que el uso de dispositivos de isquemia parece conllevar una
hipoxia relativa a nivel de la herida quirdrgical®, y que esto podria tener implicaciones en
cuanto a la cicatrizacion de la herida y en cuanto a riesgo de infeccion?.. Tampoco hay
evidencia concluyente en este sentido, si nos fijamos solo en metaanalisis. Si bien el
metaanalisis recientemente mencionado sobre cirugias de pie y tobillo aprecia un dudoso
aumento del riesgo de infeccion cuando se emplea manguito de isquemia?®’ y otro sobre
artroplastia de rodilla detecta un aumento del riego de complicaciones locales entre las que
esta la infeccion con el uso del manguito?'!, esta tendencia no es compartida en otros
estudios también sobre artroplastia de rodilla?** o en extremidades superiores®*. De manera
que parece que el uso de dispositivos de isquemia podria aumentar levemente el riesgo de

infeccion de la herida quirdrgica, pero sin una fuerte evidencia.

Efecto en el tiempo quirurgico
Aun siendo un aspecto que hemos mencionado al principio de esta tesis, merece la pena

volver sobre él, al ser fuente de cierta controversia.

Se ha comentado que en la cirugia de la mano y en otras cirugias finas resulta
imprescindible, pero que en el resto de operaciones, la inmensa mayoria, puede mas bien
considerarse un lujo. Hemos dicho en repetidas ocasiones que el uso de la isquemia facilita

la diseccion quirargica, y hace que el procedimiento resulte mas cdmodo para el cirujano.

Todo lo anterior es algo que no resulta discutido. Sin embargo, si hay debate respecto a si
esa mayor facilidad o comodidad se traduce o no en una disminucion del tiempo de cirugia.
Es conveniente dejar a un lado las recomendaciones de expertos defendiendo una cirugia
mas larga sin isquemia®® o que no hay diferencia?’, y fijarnos sélo en ensayos clinicos

aleatorizados o metaanalisis. Si hacemos esa criba, podemos observar que hay dos estudios
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que detectan un tiempo quirdrgico significativamente mayor cuando no se emplea el
manguito de isquemia: en artroplastias de rodilla?’! y en fijacion de fracturas
extraarticulares de tibia?®, las cirugias de en torno a 70 minutos serian unos 5 minutos mas
largas. Sin embargo, el grueso de la bibliografia no detecta diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al tiempo quirdrgico, en muy distintas localizaciones y técnicas
quirdrgicas®l: 32 33,202,205, 207, 212,213, 214 poy e]lo, y como deciamos al principio, el uso de la
isquemia en las cirugias de extremidades no parece tener una repercusion sobre el tiempo
quirargico e incluso, si llegase a tenerlo, seria de tan escasa consideracion que

probablemente carece de importancia clinica.

Conclusion respecto a la relevancia clinica del uso de la isquemia en
extremidades

De todo lo mencionado hasta ahora, cabe concluir que el uso de dispositivos de isquemia
segun los estandares establecidos y aceptados a nivel general, parece tener poca relevancia
clinica con respecto al tiempo quirtrgico, sangrado, aparicion de infecciones y otras
complicaciones sistémicas y de otra indole, ya analizadas. Sin embargo, el dafio tisular que
se genera si parece ocasionar un mayor dolor postoperatorio, y un mayor edema de tejidos,
lo que en Gltima instancia parece llevar a un tiempo de recuperacion mas lento, en el corto

y medio plazo. En el largo plazo, incluso esos ultimos aspectos se normalizan.
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Tratamientos experimentales del Sindrome de Isquemia-reperfusion en

miembros inferiores

Partiendo de la base de que el principal mecanismo lesivo tras el uso de un manguito
neumatico en extremidades es el sindrome de isquemia-reperfusion, y del conocimiento de
la fisiopatologia del mismo, son mdltiples los tratamientos que se han propuesto. Al tener
los radicales libres un papel central en la generacion del dafio, la mayoria de los
tratamientos experimentales propuestos se dirigen a disminuir la concentracion o efecto de

los mismos.

Se presenta a continuacion una revision de aquellos tratamientos con mayor presencia en la
literatura. Para una mayor claridad, se desarrollaran clasificados segin su mecanismo de

accion.

Antioxidantes

Denominados “Scavengers” en la bibliografia. Son un conjunto heterogéneo de moléculas,
que tienen en comun su capacidad de neutralizar los radiacales libres de oxigeno,
protegiendo asi a las células de los efectos deletéreos de aquellos. En algunos casos son
enzimas que favorecen su eliminacién o no produccidn, en otras ocasiones son sustancias
gue aumentan la produccion y actividad de estas enzimas, y finalmente en otros casos se
trata de moléculas que reaccionan con los radicales libres, dando lugar a moléculas no

reactivas.

Enzimas enddgenas. Superoxido dismutasa (SOD), catalasa, sistema glutation
reductasa/ glutation peroxidasa

Descritas por primera vez en 1969°%, las superoxidos dismutasas forman un conjunto de
enzimas que estan presentes en casi todas las células del cuerpo, y que de forma fisioldgica
tiene por misién la eliminacion de los radicales superoxido producidos en las reacciones
del metabolismo aerobio?®!. La SOD cataliza la reaccion de dos aniones superoxido para

formar perdxido de hidrégeno.
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Algo similar puede decirse de la catalasa, descrita mucho antes?®?, que cataliza la

descomposicion del peréxido de hidrdgeno en oxigeno y agua®®3.

Se sefialan estas reacciones en la figura 21.

Figura 21. Neutralizacion del anion
superoxido, tras la accién de Superéxido
dismutasa y Catalasa, con formacion final
de agua y oxigeno.

También cabe destacar el papel que juega en la eliminacion de radiales libres el sistema
glutation peroxidasa/glutation reductasa. La glutation reductasa es una flavoenzima
dependiente del nicotinamin adenin dinucleétido fosfato reducido (NADPH) que cataliza la
reduccion del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) el cual sera utilizado
por la glutation peroxidasa (GPx) para la reduccion del perdxido de hidrogeno y de los

lipoperdxidos?*.

De forma fisioldgica existe un equilibrio entre la produccion de radical superéxido por la
respiracion celular, y la concentracion de estas enzimas. En condiciones de
sobreproduccién patoldgica de radical superoxido, la cantidad disponible de sistemas
antioxidantes no seria suficiente para neutralizar el mismo. Por ello, se ha propuesto la
administracion exdgena de SOD vy catalasa como tratamiento experimental del sindrome de
isquemia-reperfusion en modelos de musculo aislado®® 2%, En estos estudios, un
equivalente de la SOD, SC52608, disminuiria de forma significativa la cantidad de
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malondialdehido (MDA) en mdusculo y su infiltracion por neutrofilos, pero sin lograr

diferencias significativas en cuanto a peso muscular como indicador de edema tisular.

Sin embargo, y al menos en aparato locomotor, existen dudas razonables sobre su

efectividad in vivo en modelos animales®®® 27 y en la préactica clinica®®

239

. Aunque sigue
siendo una linea posible de tratamiento~*”, estas enzimas son mas bien consideradas
marcadores indirectos del dafio por isquemia-reperfusion, en la medida en que su
concentracion aumenta en los tejidos en los que hay un incremento en la produccion de
radicales libres?®®. A pesar del papel central del sistema glutation reductasa/ glutatuion
peroxidasa, no he hallado estudios en los que se emplee el glutation para tratar el dafio por

isquemia-reperfusion. También puede emplearse como indicador de dafio oxidativo?¥.

Alopurinol

El Alopurinol es un farmaco usualmente empleado para el tratamiento de las
hiperuricemias, en la medida en que funciona inhibiendo la actividad de la Xantina
Oxidasa. Como hemos visto antes (figura 19), esta enzima se encarga de la oxidacion de la
xantina e hipoxantina dando lugar al acido urico, el compuesto final del metabolismo
humano de las purinas. Asi que el tratamiento con Alopurinol resulta en una disminucion

de la formacion de 4cido Grico y de su concentracion en sangre®*.

Sin embargo, volviendo a la reaccion descrita en la figura 19, vemos que la inhibicién de la
Xantina Oxidasa resultaria también en una menor formacién del anion superdxido
dependiente de la misma, por lo que el Alopurinol también se ha considerado un scavenger
y se ha propuesto como tratamiento experimental para el tratamiento del dafio por isquemia
y reperfusion®®. No obstante, y como pasaba con las enzimas antes descritas, los
resultados de la experiencia experimental no invitan a pensar en una gran eficacia de este
tratamiento: en modelos de isquemia en musculo aislado, el Alopurinol no logré disminuir
de forma significativa el aumento de marcadores de dafio bioquimicos (Lactato
Deshidrogenasa (LDH) ni  Glutamato-oxalacetato  transaminasa (GOT)) ni
anatomopatologicos (tincion de viabilidad de nitroazul de tetrazolio o nitro blue
tetrazolium (NBT))?3" 242,
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Melatonina

La melatonina ha sido mas recientemente propuesta como scavenger?*3. Se propone que,
como antioxidante, tiene un efecto directo de neutralizacion de radicales libres; pero
ademas, podria aumentar el efecto de la SOD y de la catalasa. Estas acciones se llevarian

cabo esencialmente en las mitocondrias?*® 244,

El tratamiento experimental de la melatonina ha sido probada in vitro e in vivo en modelos
experimentales de isquemia-reperfusion, mostrando resultados prometedores, también en
tejido musculo-esquelético. Al parecer, la melatonina seria capaz de disminuir en hasta un
69% la cantidad de citocromo C mitocondrial, que es considerada una proteina indicadora
de la actividad apoptdtica, y ademas atenuaria la alteracion de la microvascularizacion®*®
24 La tedrica no toxicidad de la melatonina parece hacerla una buena candidata para
estudios experimentales en la préctica clinica. En este sentido, destaca el reciente trabajo
de Mowafi y cols, en el que se describe un descenso significativo en la percepcion del
dolor durante el periodo de isquemia en el contexto de cirugia de miembros, y un tiempo

mayor hasta necesitar el primer rescate analgésico durante la reperfusion3?.

N-Acetil-Cisteina (NAC)

La N-Acetil-Cisteina 0 NAC es un farmaco empleado en la practica clinica desde 1968.
Sus principales indicaciones son la fluidificacion de la mucosidad en el tracto respiratorio
rompiendo enlaces disulfuro, y como antidoto ante la intoxicacion con determinadas

sustancias, como el paracetamol o los contrastes iodados?*’.

Al ser precursor del glutation y por tanto del sistema glutation reductasa/ glutation
peroxidasa se considera un antioxidante, y también se ha propuesto su uso para tratar el
dafio por isquemia-reperfusion en miembros. Su minima toxicidad ha facilitado que sea
ensayada en la practica clinica, como NAC por si sola?® o en combinacion con otros
procedimientos de pre o postcondicionamiento isquémico®® 2 que mas adelante
desarrollaremos. En ninguno de estos estudios se comparan resultados clinicos ni de
complicaciones. Si se observa un descenso estadisticamente significativo de la

concentracion de malondialdehido (MDA), considerado un marcador de peroxidacion
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lipidica®®!, en la membrana sinovial en el inicio inmediato del periodo de reperfusion, en

los pacientes tratados con NAC.

Manitol

El manitol es un derivado de la manosa, que ha sido principalmente empleado como
diurético osmotico, en situaciones de sindrome nefrético o de hipertension intracraneal??2,
Pero también ha sido empleado en isquemias agudas de extremidades en el contexto de

embolias agudas, con buenos resultados®:3.

Parece que el manitol actuaria como
antioxidante a través de la regulacion al alza de la accion de la catalasa®®*, aunque el

mecanismo no es completamente conocido.

El manitol ha sido ensayado en isquemia-reperfusion de miembros en la practica clinica en
un estudio sobre pacientes sometidos a una cirugia de artroplastia de rodilla. Los resultados
se miden en términos bioquimicos en las primeras 24 horas de postoperatorio, midiendo
entre otros fosfocreatina, lactato, o concentracion de glutation en tejido muscular. No
obstante, en este trabajo no se aprecia que la administracion perioperatoria de manitol

suponga ningun beneficio respecto al placebo?®.

Ac ascorbico (vitamina C)

El &cido ascorbico es considerado un agente antioxidante directo, por su capacidad
reductora. Al reaccionar con RLO, dona un primer electron formando un radical,
semihidroascarbico, poco reactivo y poco agresivo a nivel celular. En una nueva reaccion,
puede donar un segundo electrén dando lugar al &cido hidroascorbico, inerte desde el punto

de vista redox?8.

Tenemos constancia de un estudio en el que se evalla el papel del acido ascorbico en el
control del dafio por isquemia-reperfusion en aparato locomotor, en el contexto de una
cirugia de artroplastia de rodilla. Si bien de nuevo no disponemos de resultados clinicos,
los autores encuentran unos niveles significativamente menores de MDA y troponinas en la
sinovial de los pacientes que recibieron &cido ascorbico en el periodo perioperatorio

inmediato®’.
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Alfa-tocoferol (vitamina E)
Algo muy parecido cabe decir del alfa-tocoferol, que también se considera un antioxidante
directo que reacciona con los RLO neutralizando la cadena oxidativa®®, si bien en este

caso algunos autores dudan de esta capacidad in vivo®®°.

A nivel clinico hay un estudio antiguo que evalGa el dafio muscular en extremidades
inferiores tras isquemia Yy reperfusion, en el contexto de cirugias sobre la aorta
abdominal®®®. En este trabajo, no solo se aprecia una disminucion de las concentraciones
de MDA en musculo en los pacientes pre-tratados con alfa-tocoferol, sino también menor

necrosis muscular y menor infiltracion de neutrdéfilos.

Resumen de antioxidantes
En la figura 22 se muestra de forma resumida el mecanismo de accion de los principales

antioxidantes, que hemos ido desgranando.

ATP

Isquemi Aip "Xantina Desh;drogenasa
Aﬂp l Alopurinol
— [RGRina Ovidasa e

Inosina

Hipoxantina |

~” . Tf e rfj a0

Reperfusion

Otros Superoxido
antioxidantes dismutasa

Figura 22. Punto de accion de los principales antioxidantes propuestos y ensayados en el control del daiio
por el sindrome de isquemia-reperfusion.
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Condicionamiento isquémico

Bajo el epigrafe de condicionamiento, incluimos todos los procedimientos en los que se
Ilevan a cabo uno o varios periodos de isquemia de poco tiempo, en la misma o distinta
localizacion anatémica, y antes o después del periodo de isquemia largo. Como
describiremos, con esta actuacion se pretende activar los mecanismos de tampon redox

enddgenos, sin necesidad de administrar medicacion exdgena.

Precondicionamiento isquémico (PCI)

El precondicionamiento isquémico (PCI), consistente en la realizacion de uno o varios
periodos de isquemia previos a la ejecucion de una isquemia prolongada, fue descrito por
primera vez por Murry y cols en 1986. Estos autores describieron como el PCI aumentaba

de forma relevante la tolerancia del miocardio a periodos largos de isquemia®®:.

Investigaciones posteriores han descrito dos fases de proteccion del PCI: una inicial que
apareceria inmediatamente tras el estimulo isgémico y que duraria unas 2 horas, y una
segunda fase que se iniciaria de 12 a 24 horas tras la isquemia breve y se prolongaria hasta
los 2 6 3 dias®®?> 2%, Parece que el mecanismo subyacente en el corto plazo seria un
reclutamiento de los sistemas antioxidantes fisioldgicos del organismo (SOD, catalasa etc),
que aumentarian su disponibilidad; ademas, algunos agentes vasoactivos como la
adenosina o el Oxido nitroso podrian tener un papel relevante en este proceso®®*. Pero
ademas, parece que con el estimulo isquémico se iniciaria una cascada de sefalizacion
molecular que conllevaria una regulacion al alza de determinados genes y una activacién
de factores de trasncripcion de proteinas efectoras, que en Gltima instancia aumentarian la
cantidad de los agentes implicados en los sistemas tampon enddgenos, ofreciendo una

proteccion de inicio mas lento pero mas mantenida en el tiempo?®®.,

El precondicionamiento isquémico ha sido ensayado clinicamente a nivel
cardiorrespiratorio o hepatico, con buenos resultados®®® 267, Pero también ha sido estudiado
en la artroplastia de rodilla con resultados prometedores de mejora de la respuesta
gendmica al estrés oxidativo®®. En este caso se implement6 un régimen de tres ciclos

consecutivos de 5 minutos de isquemia y 5 minutos de reperfusion, antes del periodo largo
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de isquemia. Este mismo protocolo ha sido empleado en otros 3 estudios clinicos sobre
isquemia en el contexto de cirugias de extremidades inferiores, donde se aprecia un efecto
protector del PCI en términos de disminucion de indicadores de estrés oxidativo en plasma
en las primeras horas tras la reperfusion, especialmente MDA. Desafortunadamente, no
hay en ninguno de los estudios otros marcadores bioquimicos y anatomopatolégicos, de

aparicion mas tardia, del dafio muscular?49: 3°9: 360,

No obstante la coincidencia en método de los estudios anteriores, lo cierto es que no existe
actualmente un protocolo estandarizado para la realizacion del pre-condicionamiento en
isquemias electivas en musculo estriado. A niver experimental se han propuesto diferentes
regimenes, que se resumen en la tabla 4. De todos los que se mencionan, mas adelante solo
seran comentados aquellos estudios en los que la isquemia se realiza en modelo murino y
en todo el miembro mediante manguito u otro sistema no invasivo?’’ 278 287, 288
entendiendo que los demas, sobre todo los que se centran en el estudio de flaps aislados
mediante diseccion y clampaje?®> 270 273, 274, 279, 280, 281, 283, 285, 286 ng ge asemeja al modelo

que pretendemos emular.
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Tabla 4. Regimenes experimentales de PCI propuestos en la literatura.

NC: No controlable

Autor y afio Ne Duracién PCI Duracion I/R Tipo de PCI Animal
ciclos (min) (min)
Carroll, 1997?73 2 10 N/C Precoz/ tardio. Rata
Local
Whetzel, 1997777 3 10 2/72 Precoz. Rata
Local
Saita, 2002270 las 10 4/24 Precoz. Rata
Local
Lepore and Morrison, 162 10 2/24 Tardio. Rata
2002%78
Local y remoto
Bushell, 200227° 1 5 4/1 Precoz. Rata
Local
Adanali, 2002274 1 30 4/1 Precoz/ tardio. Rata
Local
Kiintscher, 2003280 1 10 2/1 Tardio. Rata
Remoto.
Badhwar, 200328! 5 10 2/1.5 Tardio. Rata
Remoto.
Addison, 2003282 3 10 2/1.5 Precoz. Cerdo
Remoto
Wang, 200425 1 45 4/1 Remoto. Rata
Local
Zhang, 200483 3 10 4/72 Precoz. Rata
Local
Harralson, 200528 2 30/10 4/72 Remoto. Conejo
Local
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Huang, 2006%%> 2 30 4/2 Precoz. Rata
Local

Webster, 200628 3 5 2a4/1 Precoz. Rata
Local

Schoen, 2007%%7 3 10 3/24 Precoz. Rata
Local

Szabd, 2008288 2 10 1/3 Precoz. Rata
Local

Hartmann, 2011%72 2 10 1/3 Precoz. Rata
Local

Mansour, 2012271 3 10 3/2 Precoz. Rata

Local y remoto

Tomado de Kocman EA, Ozatik O, Sahin A, Guney T, Kose AA, Dag |, et al. Effects of ischemic preconditioning
protocols on skeletal muscle ischemia-reperfusion injury. J Surg Res 2015; 193(2):942-52

De las experiencias de estos estudios, podemos sacar ciertas conclusiones. Para empezar,
parece que los ciclos de PCI de 10 minutos consiguen un major resultado que aquellos de
s6lo 5 minutos de duracion®®®, y lo mismo ocurre con la realizacion de 3 a 5 ciclos en vez
de 1 6 2%/°. Con respecto a la realizacion del PCI en la misma localizacion en que se va a
llevar a cabo la isquemia prolongada, o una localizacion remota, parece que no hay

diferencias relevantes entre ambas posibilidades?’.

Finalmente, existe controversia respecto a cual de las fases de proteccion del PCI es més
eficaz, si la inicial hasta las 2 horas, o la tardia entre 24 y 72 horas. A pesar de que se ha
sugerido que la fase tardia deberia ser mas eficaz, dado que como hemos dicho resultaria
en la neosintesis de proteinas y sistemas tampon?%®, hay estudios que sugieren un mayor
papel protector de la fase inicial?’> 2> 27 Con todo, es posible que la fase tardia haya sido
valorada demasiado pronto en estos estudios, en la mayoria de los casos a las 24 horas,
porque en evaluaciones a las 48 o 72 horas los resultados son equivalentes a los descritos

en la fase inicial?’®. Un estudio reciente alcanza estas mismas conclusiones?’®. Actualmente

81




Tesis Doctoral Ifigo Cearra Guezuraga

no hay consenso repecto al régimen mas conveniente de PCI, a nivel experimental ni

clinico.

Postcondicionamiento isquémico o Reperfusion Intermitente (RI)

Tras comprobar que el PCI es capaz de desencadenar un mecanismo adaptativo de
proteccion frente al estrés oxidativo del sindrome de isquemia-reperfusién, el siguiente
paso ha sido plantearse si obtendriamos un beneficio similar al intercalar breves periodos
de isquemia, tras un periodo largo, a lo largo de la reperfusion. En este sentido, Wang y
cols son probablemente los primeros autores que exploran esta posibilidad en 1998. En este
estudio, se objetivaba que periodos de reoclusion de 5 minutos, en la reperfusion inmediata
tras un periodo largo de isquemia, conllevaba un efecto protector sobre la microcirculacion

local, equivalente al hallado para el PCI%°.

Se hipotetiza que este efecto protector se deberia, al menos en parte, a que se modularia la
“explosion” de radicales libres, distribuyendo su produccion sobre un periodo de tiempo
mas extenso, lo que daria a los sistemas tampdn del organismo mayores oportunidades de

ir neutralizandolos de forma progresiva®°.

El postcondicionamiento ha sido empleado como tratamiento aislado para el control del
dafo por isquemia-reperfusion en miembros, con buenos resultados respecto a placebo, en
términos de microvascularizacion medida mediante laser doppler®®?, pero también a nivel
de marcadores de estrés oxidativo como es la actividad de la mieloperoxidasa®®2. Aunque
muchos autores consideran la Rl o postcondicionamiento como una estrategia igual de
valida que el PCI?®% 2% en al menos un estudio experimental que compara ambas técnicas
sobre miembros inferiores, se apreciaria una efectividad mucho mayor del

precondicionamiento?®,

La que parece una ventaja incontestable del postcondicionamiento respecto al
precondicionamiento, es que puede emplearse cuando la isquemia no es programada sino
gue sobreviene de forma inesperada. En este sentido, quizas pueda ser una estrategia mas

interesante para la Cirugia Vascular que para la Cirugia Ortopédica.
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Otros tratamientos descritos

Anestésicos

Dado que las cirugias que se realizan en miembros bajo isquemia se hacen bajo algun tipo
de anestesia, se ha estudiado en varios trabajos la influencia que puede tener el emplear un
régimen u otro de anestesia en el estrés oxidativo derivado del sindrome de isquemia-

reperfusion.

El propofol, al contar con una estructura molecular con base de fenol (es un
disopropilfenol), es capaz de actuar como antioxidante o scavenger, reaccionando con los
RLO y dando lugar a un radical fenoxilo menos reactivo®®. Se trataria de un mecanismo

similar al atribuido al alfa-tocoferol.

Dado que el propofol es un anestésico empleado con mucha frecuencia en la préactica
clinica, no es de extrafiar que se haya evaluado su actividad antioxidante en cirugias con
isquemia de miembros inferiores en varios estudios, s6lo o en combinacion con otros
agentes anestésicos como el sevofluorano o el halotano?%297: 29%. 2% por desgracia, todos
ellos miden el impacto de esta medicacion en el periodo inmediato a la reperfusion, y
estudiando marcadores indicativos del estrés oxidativo como el MDA, también muy

inmediatos.

Por otra parte la dexmedetomidina, un agonista de los receptores alfa2 con capacidad de
ofrecer sedacion y analgesia sin depresién respiratoria que ha sido recientemente
comercializada en Espafia, también ha sido estudiada como un farmaco eventualmente
protector frente al dafio por isquemia-reperfusion. Una vez mas, nos encontramos con que
los autores hacen una evaluacion sélo en el postoperatorio inmediato, y no se contemplan
complicaciones o resultados clinicos. Ademas, los resultados son contradictorios. Mientras
en uno de ellos se identifica un descenso significativo de marcadores del dafio oxidativo e
incluso una contencidén singficativa del aumento de Creatin Kinasa y Lactato
Deshidrogenasa —aunque con dudosa relevancia por estar solo medida en la reperfusion

inmediata->°?, en otro maés reciente no se aprecian diferencias®®?.
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La ketamina, con un amplio rango terapéutico incluyendo sedacion, analgesia y anestesia,
si ha sido evaluada en términos clinicos a diferencia de otros anestésicos, concretamente en
cuanto al dolor, aunque sélo en las primeras horas del postoperatorio. Siendo empleada a
dosis sedantes, se ha observado un aumento significativo el el tiempo transcurrido hasta la
primera demanda de analgesia y un descenso en la puntuacion de la Escala de Valoracion
Analdgica (EVA) del dolor, en aquellos pacientes tratados durante la induccidn anestésica

con Ketamina, en artroscopias de rodilla con realizacion de isquemia y reperfusion3®,

Por ultimo, se ha estudiado la eventual diferencia en cuanto a dafio oxidativo, entre la
anestesia intradural y la anestesia general. En este sentido, se sugiere que la anestesia
intadural seria mas beneficiosa, aunque siempre en términos de indicadores de estrés

redox, y sin consideracion de resultados clinicos®*,

Nitritos y NO

Hemos mencionado antes el papel regulador de la vasodilatacion del 6xido nitrico (NO), y
cémo hay una deplecion del mismo durante la isquemia-reperfusion, dando lugar a un
empeoramiento de la perfusion microvascular que puede condicionar incluso el mentado

fenomeno de “no retorno”, empeorando todo ello el dafio locar durante la reperfusion.

Recientemente los nitritos han sido identificados como un importante reservorio de NO en
la sangre y los tejidos. Estos nitritos pueden reducirse a NO en los tejidos isquémicos
mediante mecanismos enzimaticos y no enzimaticos®% 3% 307 por ello, se ha ensayado el
tratamiento con ion nitrito como protector del dafio microvasular en escenarios de
isquemia-reperfusion en miocardio e higado, con buenos resultados®® 3%, También se ha
empleado el nitrito de sodio en isquemia-reperfusion en tejido muscular. Parece que la
infusién intraarterial reduce de forma significativa las alteraciones microvasculares
medidas mediante Doppler durante la reperfusion®, si bien no se se estudia la traduccion
gue esto pudiese tener en cuanto a reduccién del dafio muscular. También se ha planteado
el 6xido nitrico inhalado en la practica clinica, con el mismo fin, en cirugias de
extremidades bajo isquemia. Aunque parece que habria una disminucion en la expresion de
marcadores de dafio celular como CD11b/CD18, selectina P o el factor nuclear kappaB en

la reperfusion inmediata, estos hallazgos no se acompafiarian de una disminucién de la
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actividad de la mieloperoxidasa en muestras de tejido muscular tomados antes del cierre

por planos 311,

Estatinas

Las estatinas, farmacos inhibidores de la 3-hidorxil-3-metilglutaril-CoenzinaA, son
farmacos usualmente utilizados como hipolipemiantes®!2. Sin embargo, recientemente se
ha descrito su potencial antioxidante, que seria dependiente de multiples vias

314 como la

bioquimicas®'3. Partiendo de esta capacidad antioxidante, tanto la pravastatina
simvastatina®®® se han ensayado como tratamiento experimental para el sindrome de
isquemia-reperfusion, resultando en una disminucion significativa del dafio. De forma muy
interesante, en este caso esta disminucion del dafio no se justifica s6lo por la disminucién
de marcadores inmediatos del estrés oxidativo, sino que también se apoya en datos
anatomopatologicos, objetivandose una disminucion significativa del edema, porcentaje de

fibras dafiadas, o infiltracion neutrofilica3'* 315 316,

Otros tratamientos
Bajo este epigrafe agruparemos algunos otros tratamientos, a priori con menor relevancia,

que han sido propuestos para el control del dafio por isquemia-reperfusion.

El oxigeno hiperbarico, por mecanismos ain no bien definidos pero que implicarian al
NO, parece ser capaz de inhibir la adhesion leucocitaria al endotelio vascular, en un
contexto de isquemia-reperfusion®’. No se ha estudiado la implicacion que este efecto

tendria en el control del dafio.

Instaurar una hipotermia es una estrategia comudn para la mejor conservacion de los
organos en los transplantes, o de miembros amputados hasta su reimplantacion. Su
fundamento consiste en disminuir las necesidades (y consumos) metabdlicos, para tratar de
evitar una deplecion de las reservas energéticas en los tejidos afectos. La hipotermia se ha
propuesto como medida profilactica del dafio por isquemia y reperfusion, mediante la
aplicacion de parches frios sobre la extremidad afecta. Sin embargo, parece que el efecto
protector que efectivamente se objetiva durante el periodo isquémico, se traduce en un

agravamiento del dafio en el momento de la reperfusion®é,
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El &cido sulfhidrico (H2S), presente en el cuerpo en muy baja cantidad pero a la vez
extremadamente téxico, ha sido asimismo propuesto como tratamiento contra el estrés
oxidativo, en un mecanismo que implicaria un aumento de la sintesis endégena del sistema
glutation. En isquemias-reperfusiones sobre tejido muscular, el &cido sulfhidrico ha
mostrado una accién protectora, tanto in vitro como in vivo en modelo animal, a nivel
anatomopatoldgico, aunque en el contexto de en isquemias muy prolongadas de hasta 5

horas®®®.

86



Tesis Doctoral Ifigo Cearra Guezuraga

Tratamiento experimental del Sindrome de Isquemia-reperfusion con

acido folico

El &cido fdlico, folacina, acido pteroil-L-glutdmico, o vitamina B9, es una vitamina
hidrosoluble esencial para multiples funciones corporales. Al no poder ser sintetizada de
novo por el organismo, ha de ser administrada de forma exdgena, estando presente en
maltiples alimentos como legumbres, frutas o vegetales de hoja verde en su forma aniénica
(familia de moléculas que se denominan folatos). El &cido folico (AF) hace referencia a la
forma oxidada y maés estable del folato. Y el acido folinico constituye la forma activa,

disponible para la administracion parenteral®%.

Sin extendernos en exceso, diremos que los folatos constituyen un grupo sustancias que
actian como substratos -0 como cofactores (en forma de tetrahidrofolato o FH4 0 THF)- en
maltiples vias bioldgicas, como la sintesis de ADN y ARN, la replicacion celular, la
sefializacion intracelular o la metilacion genética, entre otras. Esta participacion en los
fendmenos de replicacion celular explica como una deficiencia de acido fdlico puede
afectar a la hematopoyesis, caracterizada por la alta tasa de division celular, y dar lugar a
una anemia megaloblastica®?!. O cdmo en el feto en desarrollo, con igualmente muy alto
namero de mitosis, la carencia de folatos puede dar pie a multiples alteraciones, entre las
que destacan los defectos del tubo neural®?2. De hecho, por esta razén desde hace varias
décadas se recomienda la suplementacion sistematica con acido foélico a todas las

embarazadas, previa a la concepcion, y durante toda la gestacion3?,

También se ha implicado al déficit de acido folico con muchas otras condiciones
patoldgicas, y se ha propuesto su suplementacion para prevenirlas. Entre otras, se ha
relacionado al &cido félico con una mejora de la subfertilidad®** 32° de determinadas

depresiones®?

, 0 con una disminucion del riesgo de padecer degeneracién macular
asociada a la edad®’. También ha sido muy estudiado un posible papel protector con
respecto a determinados tipos de cancer®?® 32 y de eventos cardiovasculares incluyendo el
infarto, situaciones en las que la disminucion de la homocisteinemia por la accion del &cido

folico jugaria un papael fundamental®®. Estas dos Gltimas posiblidades, proteccion frente a
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determinadas neoplasias y coronariopatias, sin embargo, parecen quedar desmentidas en

metaanalisis con el mayor nivel de evidencia®3® 332 33,

Con todo, la indicacion principal de tratamiento con &cido félico es, ademés de la
suplementacion durante el embarazo, de antidoto contra farmacos antifolatos,
especialmente metotrexate. EI metotrexate es un farmaco clasico, indicado como
quimioterapico en el tratamiento de determinados tipos de cancer®*, y ain muy empleado
en la actualidad como farmaco modificador de enfermedad (FAME) en enfermedades

reumaticas como la Artritis Reumatoide o el Lupus33,

Hay pocos trabajos que utilicen el acido félico, como farmaco antioxidante, para el
tratamiento del dafio por isquemia y reperfusion, y ninguno sobre tejido muscular de

extremidades, hasta donde ha llegado nuestra busqueda bibliografica.

En el Laboratorio de Cirugia Experimental dependiente del Departamento de Cirugia,
Radiologia y Medicina Fisica, de la Universidad del Pais Vasco UPV-EHU, el 4cido félico
ha sido ensayado en modelos de isquemia-reperfusion en territorio mesentérico, en su
preparacion parenteral de acido folinico. En nuestra experiencia, la administracion
intravenosa de acido folinico a dosis relativamente altas de 2,5 mg/kg durante los minutos
previos al restablecimiento del flujo mesentérico tras el bloqueo completo de la arteria
mesentérica superior en la rata, disminuye tanto la gravedad de las lesiones mucosas®®,
como la mortalidad®®’. Este dafio también ha sido estudiado a nivel bioquimico, con la
medicion de enzimas como Creatin Kinasa, Lactato Deshidrogenasa o Fosfatasa
Alcalina®®, En este Gltimo trabajo, ademas, no se observaron diferencias entre el uso de la

forma racémica (&cido folinico) y levo (acido levofolinico) del farmaco.

Aungue como hemos sefialado, no hemos encontrado ningun articulo sobre el tratamiento
de la isquemia-reperfusion en extremidades con &cido folico (ni folinico), en fechas
recientes si se han publicado algunos trabajos interesantes estudiando la accion de este

farmaco cuando la isquemia-reperfusion asienta sobre musculo cardiaco.

Partiendo de la observacion de que el tamafio del infarto de miocardio tras un ciclo de

isquemia-reperfusion es mayor en ratones modificados para una expresion deficiente de la
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Oxido Nitrico Sintetasa endotelial (eNOS en inglés)®°, y menor en otros con
sobreexpresion de la misma enzima3¥, se ha propuesto explorar las formas de estimular su
funcién. La eNOS requiere de su cofactor tetrahidrobiopterina (BH4) para llevar a cabo su
funcion®*. Y dado que el cido folico es capaz de estabilizar la cantidad de BH4 desde la
forma oxidada e inactiva BH23*?, se considera que aumentaria la actividad del complejo
BHs — eNOS, combatiendo el descenso que aparece de forma caracteristica durante la
isquemia de tejidos, limitando en dltima instancia la disfuncion vascular y el dafio por
isquemia-reperfusion®*® 344, Este mecanismo de accion se afiadiria a la actividad scavenger
o0 antioxidante directo del &cido folico, al reaccionar con radicales libres creando sustancias

menos reactivas, en un mecanismo similar a otros antioxidantes3*.

En los estudios arriba mencionados, el farmaco se administra por via oral y en forma de
suplementacion en los dias previos al episodio de isquemia, y no como acido folinico
intravenoso previo al inicio de la reperfusion, como en nuestras experiencias anteriores.
Las dosis de &cido félico oral que se emplean varia desde los 400 ug/ dia a los 10 mg/dia,
en un rango similar al empleado en otras aplicaciones clinicas ya establecidas del farmaco,
como son la prevencion de defectos del tubo neural durante el embarazo o el tratamiento
de anemia megaloblastica®*®. Aunque no hay consenso en cuanto a la dosis 6ptima, parece

que las dosis mas altas serian también las mas eficaces®*’.

Hasta donde ha llegado nuestra busqueda no hay estudios que traten el dafio por isquemia-
reperfusion con acido folinico parenteral, mas alla de las experiencias arriba sefialadas,
pero cabe destacar que las dosis ensayadas en la practica clinica para otras indicaciones —
principalmente terapia complementaria a antifolatos en enfermedades reumaticas y
determinadas neoplasias- varian enormemente. Aunque se trata de un aspecto de se
desarrollara mas en el apartado de material y métodos, cabe adelantar que estan aprobadas
dosis desde 1mg/dia intramuscular en anemia megaloblastica por déficit de Bo; hasta
500mg/m?/6h intravenoso en determinados casos de sarcoma osteogénico metastasico en
tratamiento con metotrexate3#®. Esta enorme variablidad en la dosis viene facilitada porque
el acido fdlico se considera un farmaco sin toxicidad descrita per se**°. Este Gltimo punto

también sera desarrollado en Material y Métodos.
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Modelos experimentales de isquemia-reperfusion en miembros

inferiores

A partir del reconocimiento del dafio que el uso de dispositivos de isquemia conlleva, se
han desarrollado diversos modelos experimentales de isquemia-reperfusion en miembros
inferiores en animales. Muchos de ellos han sido ya mencionados, y nos han servido para
comprender mejor como se produce el dafio en los distintos tejidos, con experimentos que

por motivos obvios no pueden ser llevados a cabo en humanos.

En este apartado, sin embargo, se va a realizar un repaso de aquellos modelos
experimentales que han resultado de mas interés para el desarrollo del modelo
experimental defendido en la presente tesis. Por ello, en general, se indican principalmente
estudios donde se practican tiempos y presiones de isquemia similares a los realizados
durante las cirugias programadas de extremidades, con especial atencion en el método por
el que provocan la isquemia, y los parametros empleados para cuantificar el dafio.

Aproximacion general

En la tabla 5 se recogen algunos de los modelos mas relevantes, indicAndose las variables

de mas interés.
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Tabla 5. Resumen de los estudios experimentales mas relevantes de isquemia-reperfusion sobre tejido

muscular.

NC: No controlable

BQ: Bioquimico

AP: Anatomopatolégico

EMG: Electromioneurografico

Microvasc: Microvascularizacion

MPO: Actividad de la Mieloperoxidasa

PMN: Infiltracion tisular por polimorfonucleares neutréfilos

Autor, afio Modelo | Dispositivo | Tiempo de Presion Resultado Periodo
animal | deisquemia isquemia estimada estudiado evaluacion
(reperfusion)
Bushell et al, Conejo Manguito 4h 300mmHg BQ (CK), AP 1h
1996 350 neumatico (necrosis) reperfusién
Chiu et al, 1976 7° Perro Manguito 1h, 2h,3h | 300mmHg BQ (CK, LDH, 2h, 3h, 1sem
neumatico Urea)
Dillon et al, 2006 Rata Goma 2.5h NC Viabilidad, AP 12h
314 eldstica (MPO, edema),
EMG
Duarte et al, 1997 | Ratdn Goma 1h, 1.5h, NC Glutatién, AP 1h, 1.5h
351 elastica 2h (edema)
Fish et al, 1989 3>2 Rata Manguito 1h, 2h, 3h, 300- EMG 2 sem
neumatico 4h 400mmHg
Gersoff et al, Gato Manguito 1h 200mmHg EMG 2 sem
1989 3°3 neumatico
Heppenstall et al, Perro Manguito 1h, 2h,3h | 350mmHg BQ (CK) 2h
1976 neumadtico
Nitz et al, 1986 ¢’ Rata Manguito 1h, 2h, 3h 200, 300, EMG 6 sem
neumatico 400mmHg
Pedowitz, 1991 *° | Conejo Manguito 1h, 2h, 4h 125, 200, AP (necrosis) 48h
neumatico 350mmHg
Patterson et al, Mono Manguito 3h, 5h 300mmHg AP (necrosis) 1, 2, 3, 7 dias
197973 neumdtico
Sapega et al, Perro Manguito 3h 350mmHg | AP (fosfocreatina, 24h?
1985 ©° neumatico necrosis)
Crawford et al, Raton Goma 1.5h NC Microvasc, AP 4h, 24h
2007 3> elastica (edema, necrosis)

91




Tesis Doctoral

Ifigo Cearra Guezuraga

Murata et al, Rata Tubo 5h NC BQ completa, AP 1h, 3h, 24h
2011 3% elastico (MPO, edema,
necrosis)
McCormack et al, Ratén Goma 2h NC AP (necrosis de 12h, 24h,
2008 3°%¢ elastica forma 48h
sistematica)
Bonheur et al, Ratén Torniquete 1h, 3h, 6h 0,2kg Microvasc, 4h, 24h
2004 3%7 de tensién viabilidad, AP
controlada (edema, necrosis)
Deune et al, 1996 | Conejo Clamp 4h NC AP (edema, MDA, 1h, 24h
235 vascular PMN, necrosis)
Wang et al, 2011 Rata Clamp 4h NC Microvasc. AP 24h
246 vascular (citocromo C)
Koksoy et al, Rata Goma 4h NC AP (glutation, 24h
2007 31 elastica MDA, MPO,
edema, necrosis)
Sagara et al, 2009 Rata Goma 1h, 2h, 3h NC BQ completa, AP 4h
361 elastica (edema)
Varios autores Rata Varios Varios NC Varios Varios

sobre
condicionamiento
isquémico (ver
tabla XX)

A partir del andlisis de estos estudios, podemos ir desgranando ideas respecto a una serie

de cuestiones como el modelo animal, el sistema de implementacion de la isquemia, o el

protocolo de evaluacion del dafio.

Modelo animal

Empezando por el modelo de animal, vemos que el modelo predominante es el murino,

especialmente la rata. La similitud de maltiples pardmetros bioldgicos de la rata con el ser

humano, asi como su pequefio tamafio y rapida velocidad de reproduccion, hace que

constituyan un execelente modelo para la investigacion. En lo respectivo al objeto de
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estudio de la presente tesis, hay que decir que el tejido muscular en la rata exhibe una
tolerancia a la isquemia muy similar al musculo esquelético del ser humano; de hecho, los
limites de tiempo empleados en la préctica clinica derivan en parte de la experiencia sobre
modelos murinos de ratas o ratones, estableciéndose las 3 horas como el periodo limite a
partir del cual los cambios locales pueden empezar a ser irreversibles y pueden aparecer
dafios sistémicos, y las 6 horas como el tiempo maximo para la viabilidad del miembro?"
27, °8, 67, 68, 314, 352, 354, 355, 356, 357 A estos estudios hay que afiadir la mayoria de los
mencionados en la tabla 4 sobre regimenes de condicionamiento isquémico, realizados
sobre un modelo murin0265' 270, 271, 272, 273, 277, 278, 280, 281, 283, 285, 286, 287, 288_ Es conveniente
remarcar, por Ultimo, que en todas las experiencias con animales pequefios la isquemia se

hace siempre sobre extremidades inferiores.

Sistema empleado para la induccion y mantenimiento de la isquemia

Se trata de un punto de especial interés. En modelos animales mayores, como perros’® % o
monos®” % 75 es muy razonable plantearse el uso de manguitos neumaticos como los
empleados en humanos y, de hecho, asi se hace en los trabajos mencionados. El tamafio
mas cercano al ser humano de estos animales probablemente facilita que pueda emplearse
el que es, al fin y al cabo, el gold standand en la realizacion de la isquemia en la préctica
clinica. Sin embargo, en animales de menor tamafio y en concreto en la rata, no es viable
emplear manguitos de isquemia del tamafio de los utilizados en personas, ni siquiera los de
tamafio pediatrico. Esto da lugar a que se deban buscar formas alternativas para inducir y

sobre todo mantener la isquemia.

En algunos articulos, los autores dicen fabricar manguitos neumaticos adaptables al
pequefio tamafio del animal modificando los empleados en la practica clinica, para
conejos® ™ 72:3%0 g incluso para ratas®” 27" 352 y ratones®®. En el caso de los conejos, de en
torno a 3.5kg, se han descrito mangutios con anchura entre 20 y 40mm®°. En ratas se
emplearia una anchura de manguito de 15mm®’. Un dispositivo de manguito de presion es

posiblemente el sistema ideal, en tanto permita controlar la presion realizada, y con el
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mismo sistema que el utilizado en la clinica. Una fotografia de manguito de isquemia para
conejos se expone en la figura 23, y un dibujo explicativo del sistema para la rata muestra

en la figura 24. Por desgracia, no hay fotografias de un sistema de manguito aplicado en la

rata, en los articulos consultados.

Figura 23. Manguito neumatico adaptado a un
modelo de conejo, a partir de un manguito
pediatrico.

Tomado de Pedowitz RA. Tourniquet-induced
neuromuscular injury: A recent review of rabbit and
clinical experiments. Acta Orthop Scand Suppl
1991;245:1-33

(a)
T ::H‘:?: _—:I-",E"-" -'"‘\ Figura 24. Manguito neumatico adaptado a un
0 I \ A modelo murino, a partir de un manguito
P . pediatrico.
ﬁﬂr‘%
(? "r‘ﬁ“ A Tomado de Nitz AJ, Dobner JJ, Matulionis DH:
LY / \, R, Pneumatic tourniquet application and nerve
! = -'“w 3 ‘}\, integrity: Motor function and electrophysiology. Exp
.f / / Neurol 1986; 94(2):264-279.

En otros casos, se emplean sistemas que no permiten controlar la presion ejercida. Entre
estos, se describen sistemas de anillos 0 gomas que se deslizan desde el extremo de la pata
hacia su aspecto mas proximal, pudiéndose utilizar aplicadores de gomas de hemorroides
(figura 25)%* 36 0 gomas mas gruesas fabricadas a partir de la adicion de vueltas

sucesivas con una goma tipo tortor (figura 26)31% 3%°,

En cuanto a los estudios sobre condicionamiento isquémico en modelos murinos recogidos
en la tabla 4, la variabilidad es mucho mayor, en tanto que muchos no llevan a cabo

isquemia de toda una extremidad, sino que en muchos casos proceden de estudios del area
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de la Cirugia Pléastica, en los que se evalla la tolerancia a la isquemia para un colgajo
muscular de forma aislada. Asi que en estos estudios de condicionamiento se emplean en
ocasiones manguitos de isquemia?’’, sistemas no invasivos pero de presion no controlada
como gomas, tubos o sistemas tipo Esmarch?’® 280. 287,288 'nerg también modelos invasivos
en los que se realiza un clampaje de los vasos arteriales que irrigan la extremidad o grupo
muscular a estudio?®® 270. 271, 273,274, 219, 281, 283, 285, 286 F| sistema de clamp vascular también
ha sido utilizado ocasionalmente en tratamientos farmacologicos experimentales?® 246, Es
conveniente sefalar a este respecto que para la consecucion de una isquemia completa en
miembros inferiores, no es suficiente con el clampaje de la arteria femoral primitiva, sino
que para evitar circulacion colateral seria necesario interrumpir todo el flujo aortico

infrarrenal®’% 279,

MH L ORB Figura 25. Se muestra un sistema
\ de isquemia en el que ligaduras de
hemorroides (MHL, McGiveny
hemorrhoidal ligator applicator) o
gomas de ortodoncia (ORB,
Orthodontic rubber band) son
posicionados en el extremo
proximal del miembro inferior
izquierdo de ratones con un
aplicador para hemorroides, como
se aprecia en la fotografia superior.

:

En la fotografia inferior, se aprecia
el aspecto de la pata con cada uno
de los dispositivos, y la imagen
dépler correspondiente.

-

-
-
=
=
S~
..\"

Tomado de Crawford RS, Hashmi FF,
Jones JE, Albadawi H, McCormack
M, Eberlin K, et al. A novel model of
acute murine hindlimb ischemia.
Am J Physiol Heart Circ Physiol
2007; 292(2):830-7

Este sistema, evolucion de otros mas primitivos®!, tiene mucha popularidad sobre todo en
modelos murinos, y muchas investigaciones actuales de tratamiento experimental del dafio
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por isquemia-reperfusion que hemos ido mencionando en apartados anteriores utilizan

sistemas de gomas 0 anillos314 315 345,355,356,

Figura 26. En este caso se coloca una
banda gruesa de goma en la raiz del
miembro, con ayuda de un cilindro
metalico.

Tomado de Murata |, Ooi K, Sasaki H,
Kimura S, Ohtake K, Ueda H, et al.
Characterization of systemic and
histologic injury after crush syndrome
and intervals of reperfusion in a small
animal model. J Trauma 2011;
70(6):1453-63

Con animo de estandarizar la realizacién de isquemias en miembros inferiores en un
modelo murino, y considerando que los sistemas anteriores no tienen la suficiente
fiabilidad, Bonheur y cols han desarrollado un nuevo modelo, con un sistema de isquemia
que controla la tensién, de forma fiabe y reproducible, que denomina “torniquete de
tension controlada” (CTT, controlled tension tourniquet) **’. Dicho sistema constaria de
una goma elastica, conectada a un hilo de seda que conectaria la goma con un cabestrante
que va ejerciendo tensién con una manivela. Esta tension esta controlada por un sistema
digital, y se indica que en ratones 0,2kg de tensidon consiguen inducir y mantener la
isquemia. Lamentablemente, los autores no adjuntan un dibujo o fotografia que permita

una mejor descripcién del sistema.
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Evaluacién del dafio, parametros y escala temporal

En lo relativo a la evaluacion del dafio por isquemia y reperfusion, observamos que hay
mucha variabilidad en los resultados estudiados, aunque se repiten ciertos patrones en

cuanto a qué se mide y en qué momento.

Con animo de una exposicion ordenada, clasificaremos los pardmetros mas frecuentemente

examinados en los siguientes apartados.

Alteracion de la microvascularizacion

En consideracion del papel central que tiene la alteracion de la microvascularizacion en la
patogénesis del dafio por isquemia-reperfusion, son varios los trabajos que han estudiado la
misma durante la reperfusion, de forma simplemente descriptiva®* 37, 0 como medio para

evaluar el efecto de un tratamiento experimental?*.

En estos experimentos, se han empleado de forma clasica sondas de Laser Doppler,
situadas siempre a la misma distancia del animal, y siempre sobre la misma area. Con esto
se intenta minimizar las interferencias, pues se trata de receptores muy sensibles, que
pueden registrar erroneamente grandes variaciones por pequefas diferencias metodoldgicas
entre una y otra medicion. Para mejor la precision, también se lleva a cabo un afeitado de

las dos extremidades inferiores.

El fundamento de la técnica reside en que un haz laser (espectro de 780nm) es emitido,
reflejado por los elementos formes de la sangre en capilares, arteriolas y vénulas, y captado
por la sonda. De la relacion entre la emision y recepcion, segun efecto Doppler, se calcula

el flujo en unidades por cm?.

En los ultimos tiempos se han desarrollado sistemas mucho més evolucionados que no
precisan la aplicacion de sondas, sino que captan la imagen y cuantifican el flujo de una o
ambas extremidades inferiores al situar éstas sobre una plataforma enfrentada a un receptor
tipo camara. Esto facilita el procedimiento y sobre todo mejora la precision de la medida.
Toda la informacion, ademas, es representada en el monitor, en muchos casos segin un

cddigo de colores, como puede apreciarse en el ejemplo de la figura 27.
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1 min 16 min
Reperfusion Reperfusion

Baseline 6 hr Ischemia

1hr 2 hr 3hr 4hr
Reperfusion Reperfusion Reperfusion Reperfusion

Figura 27. Medicion de flujo en ambas extremidades inferiores de raton mediante tecnologia de laser
doppler de nueva generacion.

Tomado de Bonheur JA, Albadawi H, Patton GM, Watkins MT. A noninvasive murine model of hind limb
ischemia-reperfusion injury. J Surg Res 2004; 116(1):55-63

El registro del flujo se lleva a cabo antes de inducir la isquemia (registro basal, 100%), y
posteriormente se referencian al mismo los valores detectados durante la reperfusion, que
se expresan en tanto por ciento respecto al flujo basal. Aunque tras una isquemia existe una
hiperemia reactiva en los primeros momentos del retorno del flujo sanguineo, la norma es
que disminuya el flujo en las primeras horas de la reperfusion. Asi, aunque 1 hora de
isquemia no parece tener efectos sobre la microvascularizacion, 3 horas de isquemia
reducirian con significacion estadistica el flujo al entorno del 50% a las 4 horas de la
reperfusion®’, dejando de alcanzar diferencias estadisticamente significativas a las 24

horas3®*,
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Hemos identificado pocos estudios donde la microvascularizacion es un elemento de
valoracion del efecto de un tratamiento exprimental tras una isquemia de miembros. Wang
y cols indican que el pre-tratamiento con melatonina antes de una isquemia de un miembro
inferior de rata de 4 horas, aumenta el microflujo respecto al basal desde un 54% en el
grupo control a un 85% en el grupo tratamiento, a las 24 horas de reperfusion®®. Por otra
parte, Schoen y cols observan que en un modelo similar de isquemia de miembro inferior
en rata, el precondicionamiento isquémico aumenta significativamente la hiperemia en los
primeros 30 minutos de la reperfusion, respecto al grupo control, alcanzando valores por
encima del 200% del flujo basal. Lamentablemente, su observacion no continta durante las
primeras horas de reperfusion, cuando cesa el periodo de hiperemia y empiezan a poder

valorarse alteraciones de la microvascularizacion por el dafio de isquemia-reperfusion®®’,

La medicion de la microvascularizacion mediante Laser Doppler también ha sido empleada
para asegurar que la isquemia inducida es completa, como sistema objetivo frente a datos
clinicos subjetivos como la palidez, ausencia de pulsos, o ausencia de sangrado tras un

corte®’.
Indicadores de estrés oxidativo

Incluimos bajo este epigrafe una serie de sustancias cuyo aumento denota una mayor
actividad redox, en el contexto de un aumento de radicales libres de oxingeo, lo que ocurre

durante el proceso de reperfusion tras la isquemia.

De forma clésica, se ha medido directamente la produccion de RLO como anién
superoxido, peréxido de hidrogeno, o radical hidroxilo®2, Estos radicales pueden medirse
también en sangre, y se recomienda hacerlo en los primeros minutos (hasta 20) de la
reperfusion. La cuantificacién se lleva a cabo mediante quimioluminiscencia, en un

proceso largo y caro?®’.

También se puede abordar la cuestién desde el punto de vista inverso, es decir de la
cuantificacion de los sistemas antioxidantes remanentes, midiendo la concentracion de
superdxido dismutasa (SOD), glutation reductasa y glutation peroxidasa en sangre o en los

tejidos sometidos a la isquemia®. Recientemente, se ha propuesto la medicion de la
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Ilamada Capacidad Antixodante Total (en inglés TAC, Total Antioxidant Capacity). En este
caso, se afadiria al suero una concentracion conocida de un radical libre “sintético”, que
seria neutralizado por los sistemas antioxidantes remanentes. La cuantificacion de esta

neutralizacion se lleva a cabo mediante espectrofotometria®®?,

Por otra parte, también es posible medir los niveles de Hipoxantina en sangre, en tanto
representa el producto de la degradacion de las reservas energéticas de la célula y es una
molécula precursora de la formacién de anion superoxido con la conversion a Xantina por
la Xantina Oxidasa, como se ha descrito anteriormente. La Hipoxantina seria entonces un
indicador del estrés redox al ser un precursor necesario de la formacion de radicales libres.

Se ha decrito su medicion en sangre en los primeros minutos de la reperfusion®®,

Sin embargo, la mayoria de los trabajos que buscan medir el dafio por isquemia-
reperfusion de forma inmediata, suelen decantarse por la medicion de sustancias
resultantes del dafio molecular producido por los radicales sobre ADN, proteinas y sobre
todo lipidos. Asi, se han determinado sustancias como 8-hidroxi-deoxiguanosina, sulféxido
de metionina, aloimina modificada por la isquemia (IMA, del inglés ischemia-modified

albumin), isoprostanos e isofuranos y, sobre todo, malondialdehido (MDA)?%0 297. 298, 299,
301, 302, 304

La albumina, principal proteina del torrente sanguineo, muestra de forma caracteristica una
modificacion en su extremo N-terminal durante los periodos prolongados de isquemia,
dando lugar a la denominada albumina modificada por la isquemia (IMA). La IMA ha
sido especialmente estudiada en la isquemia coronaria, pero también se ha descrito su
aumento durante isquemias de tejido muscular en extremidades®“. Su cuantificacion se
realiza mediante espectrofotometria y segiin un modelo colorimétrico®’. Este parametro
también ha diso empleado para valorar la eficacia tratamientos experimentales para el dafio
por isquemia-reperfusion de extremidades, con medicion en sangre en los primeros

minutos de la reperfusion®®,

Los isoprostanos e isofuranos son productos de la lipoperoxidacion, resultantes de la

accion de los RLO sobre las membranas celulares y lipoproteinas®®. Su medicion en
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sangre, mediante espectrometria-cromatografia de masa, permite estimar el grado de estrés
oxidativo®®. Se han estudiado como marcadores del dafio por isquemia-reperfusion en
extremidades, con la conclusion de que la anestesia espinal es mas protectora frente al
estrés oxidativo que la anestesia general®®. De forma llamativa en este apartado, la
medicion de estos marcadores no se circunscribid solo al periodo de reperfusion inmediata,
sino que se prolongd durante las primeras 24 horas; con todo, las alteraciones detectadas
fueron mucho mas pronunciadas en los primeros minutos de reperfusion, con disminucién

progresiva posterior y sin cambios relevantes desde las 2 a las 24 horas.

Finalmente el malondialdehido (MDA) constituye el marcador méas frecuentemente
empleado en sangre en los primeros minutos de la reperfusion. Como se ha sefialado antes,
el MDA es un producto de la peroxidacién lipidica, y hay consenso en considerarlo como
un marcador sensible del estrés oxidativo. La medicion de MDA se realiza mediante
espectrofotometria, tras un procesamiento relativamente complejo, descrito por Yagi y
cols®8, Se han comparado los niveles de MDA en suero de pacientes sometidos a
isquemia, en pacientes control y tratados experimentalmente, en multiples ocasiones, como
hemos ido mencionando en apartados anteriores?>0: 257, 260, 297, 298, 299, 301, 302 - Conyiene
remarcar que en todos ellos, la medicidn se realizaba en los primermos minutos de la

reperfusion, desde el primer minuto a los 20 minutos.

Ademas de la medicion en sangre, también se ha estudiado la concentracion de DMA en

los tejidos sometidos a isquemia, como membrana sinovial®! o musculo®®.

Marcadores bioquimicos de dario local
En este caso, se trata de detectar las consecuencias del dafio sobre la fibra muscular. Asi, se
miden en suero enzimas que en condiciones normales se encuentran a nivel intracelular, y

que salen al torrente sanguineo cuando hay una muerte celular.

La Mioglobina (Mb) es un marcador clasico. Se trata de una hemoproteina sarclasmatica
monomérica de 153 amino&cidos y de tamafio molecular pequefio (18kDa) responsable,
como se ha repasado antes, del transporte y almacenamiento de oxigeno dentro del tejido
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muscular. La mioglobina aporta oxigeno extra al masculo, para que éste mantenga un nivel
de actividad alto durante un mayor periodo de tiempo. En condiciones normales es
apartada de la circulacion mediante la haptoglobina, pero ante un dafio muscular
pronunciado se libera una gran cantidad de mioglobina que satura a este sistema,
aumentando su concentracion en la sangre. Su vida media es bastante corta y precede al
incremento en suero de la CK. En humanos, los niveles normales en suero son inferiores a
100 pg/L y en orina a 10 pg/L'%. También en humanos, se considera que tras un proceso
de rabdomiolisis se pueden detectar concentraciones de mioglobina en suero a partir de 1-3
horas, alcanzando un pico maximo a las 8-12 horas, y retornando a la normalidad a las 24

horas del insulto®®.

En ratas la concentracion fisioldgica seria menor a 10 pg/L3"°, y hay que sefalar que la
molécula de Mioglobina es levemente diferente de la humana. Esto sera analizado en el
apartado de material y métodos, pues esta diferencia tiene su implicacién técnica a la hora
de plantear una cuantificacion de la Mb en suero. En el competo trabajo de Murata y
cols®*®, se sugiere que el pico de Mb en suero se alcanzaria en la rata entre las 2 y las 3
horas de la reperfusion, con valores que excederian los 700 pg/L tras una isquemia

prolongada.

La principal enzima muscular y la mas empleada en la préctica clinica es la Creatin
Kinasa (CK). Como hemos sefialado en el apartado de fisiopatologia, la CK tiene la
funcién de restaurar los niveles de Adenosin Trifosfato (ATP) a partir de Adenosin
Difosfato (ADP), y dado el elevado consumo energético de la celula muscular, se
encuentra en grandes cantidades en la misma. Por ello, su aumento es un indicador bastante
especifico de dafio muscular. La CK muestra una elevacion mas progresiva que la Mb.
Como ocurria antes, hay diferencias en la evolucién temporal de la elevacion desde el
modelo experimental con animales a la préctica clinica. Mientras en humanos la CK
alcanza un pico a las 24 a 72 horas tras un dafio sobre tejido muscular’®®, en ratas se
sugiere que este pico tendria lugar a las 3 horas de la reperfusion tras un periodo de
isquemia®®. Por otra parte, los valores fisioldgicos son similares, entre 50 y 150 UI/L!%®

870 Aunque no hay establecido un valor limite para hablar de rabdomiolisis, algunos
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autores defienden que se puede plantear el diagnostico con valores 5 veces por encima de
los fisioldgicos, a partir de 500-750 UI/L3™. En la clinica, la CK es el principal indicador
de la extension de un dafio muscular y de su evolucion en el tiempo, aunque esta medicion
en la practica habitual se realiza en el contexto de rabdomiolisis tras sindrome de

aplastamiento® %, y no en una isquemia-reperfusion corta como es nuestro caso.

A nivel experimental en animales, la CK ha sido también frecuentemente evaluada como
indicador de sufrimiento muscular en estudios ya mencionados® 70 3%0. 3%, 361 Gj nos
fijamos méas concretamente en modelos murinos®> 36! podemos aproximar que tras un
periodo de isquemia de un miembro inferior de 3 horas, encontraremos valores de entre
10000 y 20000 UI/L a las 3 6 4 horas de reperfusion.

Desgraciadamente, el unico estudio que hemos identificado en el que se estudia CK (y
LDH) como indicador del dafio por isquemia-reperfusion de extremidades en el ser
humano, sélo realiza dicha medicion a los 15 minutos de la reperfusion, cuando apenas han
empezado a aumentar, y por tanto, con resultados que no nos resultan de mucha utilidad°*.
En otros casos se mide el aumento de CK tras muy diversas cirugias de miembros con y sin
isquemia®! o tras cirugias sin isquemia como son las artroplastias de cadera®®?; tratandose

en ambos casos de escenarios distintos al que pretendemos caracterizar.

También se ha estudiado el comportamiento de la Lactato Deshidrogenasa (LDH)™® 35>
%1 como indicador del dafio muscular. Se trata de una enzima con actividad
oxidorreductasa que cataliza una reaccion redox en la que el piruvato es reducido a lactato
a través de la oxidacion de NADH a NAD®. Se encuentra en varios tejidos como el
corazon, higado, rifiones, musculos, glébulos rojos, cerebro y pulmones, por lo que no es
un marcador tan especifico de la rabdomiolisis como CK3"2, En humanos se consideran
fisiologicos valores de 100 a 200UI/L de LDH en suero®®, mientras que en ratas suelen
considerarse normales niveles mas bajos, de en torno a 40-50 UI/L®"°. De nuevo con
atencion a los modelos murinos de isquemia-reperfusion®> *! la LHD alcanzaria unos
valores entre 800 y 1800 UI/L, para 3 horas de isquemia y 3-4 horas de reperfusion,
momento en que se intuye, al igual que pasaba con la CK, que los valores alcanzan el pico

maximo.

103



Tesis Doctoral Ifigo Cearra Guezuraga

Marcadores bioquimicos de dario no especifico de tejido muscular, remoto o con
implicacion sistémica

En los estudios que hemos ido mencionando, también se evallan otra serie de parametros,
que por no ser especificos del tejido muscular, caben ser clasificados bajo otro
encabezamiento. En el caso del aumento de las enzimas que podriamos denominar
“ubicuas”, es dificil decir si es solo atribuible al dafio local, 0 mas bien en consecuencia de
un dafio en tejidos viscerales remotos; éste seria el caso de GOT. En otros casos, las
alteraciones son mas dudosamente atribuibles al dafio del tejido muscular, y hay que
achacarlas a una repercusion sistémica del dafio; un ejemplo seria el aumento de GPT. La
alteracion de otros parametros, por ultimo, si pueden ser consecuencia de la miolisis, pero
mas que indicadores de la misma, se estudian en cuanto a la repercusion sistémica que
puedan tener. En este grupo podriamos incluir los desequilibrios electroliticos o la
acumulacion de productos de desecho con eliminacion renal —indicadores, por tanto, del

deterioro de la funcion renal- como Urea y Creatinina.

Entre los indicadores de dafio no especifico del tejido muscular tendriamos las
transaminasas Aspartato aminotransferasa (AST) o Glutamato-oxalacetato transaminasa
(GOT), y Alanina aminotransferasa (ALT) o Glutamato-piruvato transaminasa (GPT).
Ambas tienen la funcién de catalizar reacciones de transaminacion, importantes en especial
para la sintesis de aminoacidos no esenciales y para la degradacién de la mayoria de

aminoacidos.

Podemos considerar a GOT como una enzima ubicua, en tanto estd presente de forma
mayoriataria en el higado pero también en otros tejidos como son, en orden de abundancia:
miocardio, musculo esquelético, rifiones, cerebro, péncreas, pulmon, leucocitos y
eritrocitos. En el tnico modelo de los presentados que mide la GOT en un modelo de rata,
vemos que sus valores se pueden aproximar a 400UI/L tras isquemia de 3 horas de de un

miembro inferior, y a las 4 horas de reperfusion®,

La GPT, por el contrario, es una enzima bastante especifica del tejido hepatico, por lo que

su alteracion cabria ser achacada a un dafio remoto en dicho dérgano. En el estudio antes
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mencionado, la isquemia de una pata de 3 horas en la rata, daria lugar a valores en torno a

120UI/L, a las 4 horas de la reperfusion®®t,

Como referencia, cabe recordar que las cifras normales en humanos de GOT y GPT
estarian en ambos casos por debajo de las 30-40UI/L*8, y cabe mencionar que en rata se

considerarian fisioldgicos niveles hasta un 50% mas altos que ese limite alto®™.

La Fosfatasa Alcalina (FA) es una enzima hidrolasa responsable de eliminar grupos de
fosfatos de varios tipos de moléculas como nucle6tidos, proteinas y alcaloides. También se
encuentra en multiples tejidos del cuerpo, pero es particularmente alta en huesos. Es
ademas un enzima estudiado de forma rutinaria en las analiticas generales en la practica
clinica. Pese a ello, no he encontrado estudios clinicos ni trabajos experimentales en los
que se considere la FA como indicador del dafio por isquemia-reperfusion en

extremidades.

El Lactato, producto del metabolismo anaerobio, suele emplearse en la clinica como un
indicador de déficit de perfusion de tejidos por compromiso sistémico, y orienta sobre la
gravedad del estado general en un paciente critico. S6lo se valora en uno de los estudios
mencionados®>®, en el contexto mas de un crush syndrome (isquemia bilateral de 5 horas)
que de una isquemia programada como las empleadas durante la cirugia ortopédica de
extremidades. En este trabajo, tanto el Lactato como el HCOs', el pH o el anion gap se ven

alterados a las 3 horas de la reperfusion, con normalizacién casi completa a las 24 horas.

En cuanto a los iones, y tal y como se ha explicado en el apartado de fisiopatologia, la
rabdomiolisis tiende a provocar una hiperpotasemia y una hiponatremia. Esta primera,
ademas, podria llegar a provocar incluso compromiso vital por arritmia cardiaca. En los
estudios experimentales de isquemia-reperfusion en la rata, vemos que la isquemia de
ambas extremidades durante 3 horas puede elevar la potasemia hasta 6mEq/I®%, y que
cuando la isquemia se prolonga en ambas extremidades hasta las 5 horas, el potasio podria
alcanzar peligrosos valores por encima de 8mEg/I3®. Conviene recordar que la potasemia
fisiologica se situaria entre 3,5 y 5mEq/I tanto en el ser humano como en la rata'® 370, Al

menos en el ser humano, valores por encima de 5,5mEq/l se consideran en rango de
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hiperpotasemia, y la cardiotoxicidad puede aparecer con més facilidad a partir de los
6,5mEq/l. No se aprecian en estas experiencias alteraciones resefiables en cuanto a los

niveles de sodio u otros iones.

Finalmente, hay que mencionar en este apartado los dos principales indicadores de la

funcién renal empleados en la practica clinica, Urea y Creatinina.

La urea, principal producto terminal del metabolismo de las proteinas en el hombre y en
los demas mamiferos, como la rata, se expresa en ocasiones como nitrogeno ureico o BUN
(Blood Urea Nitrogen); con relacion Urea (mmol/l) = BUN (mg/dl) / 0.357. Durante la
rabdomiolisis hay un aumento de la concentracién de urea en sangre, que ha de ser filtrada
por el rifion. Este aumento es proporcional al dafio tisular, y su eliminacion a lo largo de la
reperfusion nos indica si hay un adecuado aclaramiento renal. En el ser humano, se
consideran valores fisioldgicos de urea los inferiores a 20mg/dI**8, mientras que en la rata
el rango normal se sitta entre los 30 y los 50mg/dI*’®. En la rata, 3 horas de isquemia de
ambas extremidades inferiores darian lugar a niveles de urea de en torno a 70mg/dI®®*.
Ademas, si vemos la evolucién, observamos como a diferencia de otros pardmetros
descritos hasta el momento, la urea parece alcanzar su pico hacia el final del periodo de
seguimiento, a las 24 horas de la reperfusion®>°.

La creatinina, por ultimo, representa la degradacion de la creatina. Como se ha sefialado, se
trata de un producto de desecho del metabolismo normal de los musculos, que aumenta en
caso de lisis muscular, y que tiene una eliminacion renal. Como ocurria con la urea, el
aumento de la creatinina es proporcional al dafio muscular, y su aclaramiento durante la
reperfusiébn monitoriza la funcion renal. ElI rango normal en el hombre son 0,8 a
1,3mg/dI**®, mientras que en la rata se consideran valores similares aunque en una
horquilla mas amplia, entre 0,4 y 1,5mg/dI*"°. El rango amplio se emplea porque aunque
normalmente los valores tienden a estar en el limite bajo de dicha horquilla, hay multitud
de situaciones que pueden crear un cierto aumento de la creatinina, que no pueden
considerarse necesariamente patologicas. En la rata, 3 e incluso 5 horas de isquemia de
ambas extremidades inferiores producen un aumento en los niveles de creatinina, pero que

no llegan a salirse de rango®®> 36,
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Parametros anatomopatolégicos

La anatomia patoldgica es uno de los principales medios de evaluacion del dafio por
isquemia-reperfusion en investigacion experimental. Por contra, supone un medio
dificilmente utilizable en la practica clinica. Expondremos los pardmetros

anatomopatologios mas frecuentemente empleados.

En otros apartados hemos hablado de la Mieloperoxidasa (MPO), enzima presente en los
fagosomas de los neutrofilos y de los monocitos, en los llamados granulos azurofilos o
primarios. Es responsable de la actividad microbicida contra un amplio espectro de
organismos catalizando la produccién de &cidos hipohalogenosos, principalmente &cido
hipoclérico, que constituye un RLO que como efecto adverso dafia las células vecinas,
iniciando la peroxidacion lipidica de membranas. En el contexto del sindrome de isquemia-
reperfusion, la determinacion de la actividad de MPO en los tejidos es un buen indicador
de la activacion de PMN, de la infiltracion de estos PMN en los tejidos y de la generacion

de RLO en los mismos.

La determinacion de la actividad de MPO en un tejido se lleva a cabo usualmente mediante
un sistema relativamente complejo descrito por Bradley y cols®’3. Tras un procesamiento
de las muestas, en ultima instancia la actividad de MPO se determina por
espectrofotometria. Este sistema se emplea en varios de los estudios presentados de
isquemia-reperfusion de miembros inferiores en rata®# 315 3%, Sopre tejido muscular, tras 2
horas y media de isquemia hay un incremento de la actividad de MPO superior al 50%
respecto a los valores del grupo control, con valores inferiores a 0,6U/g de tejido®!4, a las
24 horas de la reperfusion. Observando los valores de MPO de forma evolutiva, en otro
trabajo, se aprecia como los valores ascienden progresivamente a lo largo de la reperfusion
y alcanzan el maximo a las 24 horas®®. En esta Gltima aportacion, resulta especialmente
interesante el que los investigadores no s6lo miden la actividad de la MPO en el tejido
muscular, sino también en rifién y pulmon. Aunque se trata de un modelo de sindrome de
aplastamiento con tiempos muy largos de isquemia, de 5 horas, resulta llamativo que la

actividad de la MPO es mucho mayor en el pulmon que en el tejido muscular (en torno a
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30U/g en pulmoén y cerca de 8U/g en musculo), a las 24 horas de reperfusion. En

comparacion con los anteriores, la actividad en rifidn es testimonial, inferior a 0,5U/g%>®.

El Malondialdehido (MDA), producto de la peroxidacion lipidica que, como hemos dicho
antes, se determinaba en algunos estudios clinicos en suero en el postoperatorio inmediato,
también ha sido medida en muestras de anatomia patoldgica en modelo animal, a las 24
horas de reperfusion®® 315 En este caso, las muestras se procesan segun el método de
Uchiyama y Mihara®4, midiendo la cantidad de MDA por espectrofotometria, y
expresando el resultado en nanomoles por gramo. Si los valores fisioldgicos estarian por
debajo de 1nmol/g®®, 4 horas de isquemia de ambos miembro inferiores daria lugar a

acumulacion de MDA por encima de los 30nmol/g en el tejido muscular.

También se ha evaluado la cantidad de Glutation, como sistema antioxidante endégeno, en
tejido muscular sometido a isquemia en extremidad inferior en la rata®'®. Se utiliza el
llamado reactivo de Ellman, y se determina la cantidad de glutation de nuevo por
espectofotometria, en micromoles por gramo de tejido®’. Parece que una isquemia de 4
horas en ambos miembros inferiores, a las 24 horas de la reperfusion, mostraria unos

niveles de glutation en tejido muscular en torno a 0,28umol/g.

Ocasionalmente se ha intentado calcular la viabilidad de un tejido sometido a isquemia a
través de la prueba del Nitroazul de Tetrazolio (NBT). En las células viables, el NBT es
reducido a una forma insoluble y fuertemente coloreada (formazano) por parte de las
enzimas mitocondriales. Esta conversién puede ser cuantificada en base a la coloracion en
las muestras anatomopatolégicas, y se expresa como un indice de actividad mitocondrial.
La tincion con NBT ha sido propuesta como indicador del dafio por isquemia-reperfusion
en extremidades®’, y de hecho se ha empleado para evaluar la eficacia de algunos
tratamientos experimentales®®® 242, La determinacion suele hacerse a las 12 ¢ 24 horas de

reperfusion.

No obstante, la mayoria de los estudios presentados evaltan el dafio muscular en base a
criterios que podriamos denominar mas “morfoldgicos” o “microscopicos”, principalmente

el dafio y/o necrosis muscular y el edema.
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El dafio y/o necrosis muscular se evalla a nivel microscopico en multitud de estudios
antiguos y recientes®® 69 75 235 315, 350, 354, 35, 3%6. 357 En gcasiones la evaluacion se lleva a
cabo a través de microscopia electronica, lo que permite una descripcion mas exhaustiva de
las alteraciones intracelulares en una célula dada pero impide tener una vision general de
varias células®® ™ 3%_Por ello, la mayoria de los trabajos emplean la microscopia dptica, al
permitir una mayor vision de conjunto®®: 69 235, 315,350, 354, 355,356, 357 “Comgo se ve, en algunos

trabajos se utilizan ambas modalidades de microscopia.

En casi todos los casos, al menos cuando se utiliza la microscopia Optica, los autores no se
limitan a describir los cambios detectados, sino que dan una cuantificacion del dafio global
en el conjunto de la pieza. Para ello, lo habitual es indicar el nimero de fibras dafiadas por
campo, o con mas frecuencia definirlo en porcentaje de fibras musculares dafiadas o
necrosadas respecto a las sanas, por campo. También es rutinario llevar a cabo esta
cuantificacion en varios campos distintos, dentro de la misma pieza, y sacar valores de
media y desviacion estandar. Los criterios morfologicos usuales para considerar una fibra
muscular como sana o sin un dafio relevante serian unos bordes bien definidos, con una
misma textura y uniformidad a lo largo de las fibras, sin agujeros ni saltos, y una correcta
visualizacion de los nucleos pericelulares y las células satélites. Por contra, las céluldas
dafadas o necrosadas persentarian bordes rotos o desdibujados, una textura y color no
uniforme, agujeros en el citoplastama y nucleos celulares separados o desprendidos (figura
28).

Aunque en ocasiones se ha propuesto describir el dafio de cada miocito conforme a
distintas gradaciones de dafio, actualmente hay una tendencia a diferenciar sélo entre fibras
indemnes o fibras dafiadas, para tratar de minimizar la subjetividad inherente a los sistemas
de estratificacion basados en la consideracion del observador, y porque parece que seria

mucho mas efectivo y con mayor validez intra e interobservador®®®,
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En un modelo murino de 90 minutos de isquemia de extremidades inferiores, una
evaluacion de corte de musculo gastrocnemio a las 24 horas de reperfusién, mostraria en
torno a un 25% de fibras dafiadas®*. En otro estudio que prolonga el tiempo a 2 horas, el
porcentaje de fibras lesionadas aumentaria hasta casi un 60%. Ademas, observando la
evolucion a las 3 horas, 24 horas y 48 horas de reperfusion, se concluye que las 24 horas
serian el momento ideal para realizar la evaluacién, en tanto que muestran el mayor
dafio®®. La prolongacion de la isquemia a 4 horas aumentaria el porcentaje de fibras
lesionadas o necrosadas hasta el 80% a las 24 horas de reperfusion, aunque en un modelo
de conejo?®®. En un modelo de rata, para estos Gltimos tiempos de isquemia y reperfusion
el porcentaje de fibras completamente necrosadas (excluyendo las sélo dafiadas) alcanzaria
el 45%°15,

La medicion del edema constituye la variable anatomopatol6gica macroscopica mas
frecuentemente estudiada en modelos experimentales de isquemia-reperfusion?3s: 314 351, 354,
355,357,361 Comparada con otros métodos, resulta mucho mas facil de ejecutar, y resulta ser
un parametro que se evalta de forma rutinaria en la pratica clinica. La cuantificacion del
edema puede llevarse a cabo de distintas maneras. Es posible calcular el edema de un

musculo mediante la comparacion de peso inicial o humedo con el peso seco, tras
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deshidratacion completa de la pieza®'* ***, También se puede comparar directamente el
peso total del mlsculo (gastrocnemio) en relacion al tamafio del animal?®® 351355, 357 ¢ g]
mismo mausculo de la pata contralateral. A pesar de que en la préctica clinica es comdn
calcular el edema midiendo el perimetro de la extremidad, este sistema no es empleado en
ninguno de los estudios descritos. Aunque en uno de los trabajos, si se realiza una

comparacion del area de la seccion del masculo cuadriceps?®.

En estas experiencias, se describe que mientras el ratio peso himedo / peso seco del
gastrcnemio de la rata estaria en torno a 2,6 en condiciones fisioldgicas, 3 horas de
isquemia seguidas de 24 horas de reperfusion incrementarian este ratio hasta un 4,1, un
incremento del 58%3%’. Desde otro punto de vista, una isquemia a tension controlada de 3
horas daria lugar a un incremento de en torno al 22% del peso del gastrocnemio, respecto a
la poblacion general, también a las 24 horas de la reperfusion®’. En un trabajo con modelo
de conejo, el incremento del peso del cuédriceps en la extremidad sometida a 4 horas de
isquemia fue de un 38%, en similar proporcién al incremento del area de la seccion del
cuadriceps, siempre respecto a poblacion control?®. Lamentablemente no hay estudios en
los que la comparacion se haga pareada con la extremidad contralateral en el mismo

animal, en aquellos trabajos en los que la isquemia es de s6lo una de las patas5® 5% 357,

Como ultima consideracién dentro de este apartado, cabe sefialar que aunque antes hemos
dicho que la cantidad de PMNs en el tejido muscular sometido a isquemia suele calcularse
de forma indirecta en base a la actividad de la MPO, existen algunos estudios en los que se
plantea la medicidn directa de la infiltracién por PMNs en el tejido sometido a isquemia.
Esta medicion puede llevarse a cabo realizando un contaje de PMNs por campo o
milimetro cuadrado (figura 29)?%®°. En este trabajo, la densidad leucocitaria en cuadriceps
de conejo tras 4 horas de isquemia y 24 horas de reperfusion se incrementaria en un 175%
respecto a la poblacién control. Esto es, un incremento desde valores fisioldgicos de 1,68 x

10* células/mm? hasta una densidad de 4,63 x 10* células/mm?.
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Figura 29. Campos de microscopia 6ptica en las que se aprecian cortes del misculo recto femoral en
poblacion general (izquierda) y tras 4 horas de isquemia y 24 horas de reperfusion (derecha). Ademas de
los cambios de la arquitectura fibrilar ya descritos tras una isquemia, puede observarse la abundante
infiltracion por polimorfonucleares neutréfilos.

Tomado de Deune EG, Koopman R, Smith ME, et al. Prevention of ischemia-reperfusion injury with a
synthetic metalloprotein superoxide dismutase mimic, SC52608. Plast Reconstr Surg 1996; 98:711

Recientemente, se estan desarrollando técnicas que permiten la observacion in vivo,
planteandose nuevas formas de evaluar el reclutamiento de neutrofilos, segin su
comportamiento de quimiotaxis, adhesion y transposicion a través del endotelio vascular,
aungue su estudio se ha dirigido mas a la infiltracion leucocitaria tras ejercicio, y no tanto a

un modelo de isquemia-reperfusion propiamente dicho®®.
Resultados funcionales

Aunque los resultados funcionales estarian entre los de mayor interés en la practica clinica,
una evaluacién funcional en el animal de experimentacion es mas dificilmente realizable
en lo respectivo a fuerza, balance articular o cojera, Otros datos funcionales habitualmente
considerados en la clinica como el tiempo de retorno a actividades diarias laborales o
deportivas, son directamente imposibles de medir en el modelo animal. Las mediciones no

invasivas, ademas, estan sujetas a una gran carga subjetiva.

Por ello, las pruebas de recuperacion funcional en el animal de experimentacion se llevan a
cabo habitualmente mediante pruebas objetivas como la electroestimulacion y la
electroneuromiografia.
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La electroestimulacion se lleva a cabo de manera invasiva, con diseccién del musculo y
conexion del mismo con un dinamometro o transductor de fuerza, midiendo la fuerza
contractil del musculo al someterlo a una estimulacion eléctrica. Dicha fuerza se expresaria
en Newtons por gramo de musculo®*. En ese estudio referenciado se aprecia como 2,5
horas de isquemia darian lugar a una dismucion de fuerza contractil del tibial anterior en la
rata de mas del 50% (de unos 2N/g a unos 0,75N/g) en las primeras 12 y 24 horas de

reperfusion.

Hay estudios electromioneurograficos mas completos, en los que ademas de la fuerza
contractil se evalta el pico de tension, el tiempo medio de relajacion, la tetanizacion, o la
fatiga. Estos ultimos estudios, por el contrario, se realizan en un plazo mas largo, de 2
semanas, de acuerdo de la bibliografia®®* **3, En los mismos, se aprecian alteraciones en la
practica totalidad de los animales, con una disminucion de la fuerza contréactil en
gastrocnemios de ratas de hasta el 80% respecto a la extremidad contralateral®:. Sin
embargo, en otra experiencia llevada a cabo en extremidades inferiores de rata se
apreciaron anormalidades electromiogréaficas pero sin déficit motor para distintas presiones
de 200 a 400mmHg y 1 a 3 horas de isquemia, a las 6 semanas de evolucion®’. Estos
resultados resultarian coherentes con la experiencia clinica en isquemia de extremidades®,

tal y como se ha explicado anteriormente.
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Hipotesis y Objetivos
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Resumen de la situacion actual

Recapitulando todo lo expuesto hasta ahora, podemos concluir lo siguiente:

-La realizacion de una isquemia programada, normalmente mediante la utilizacion de un
manguito neumadtico, es un procedimiento rutinario en la cirugia de extremidades, en
Cirugia Ortopédica y Traumatologia. La gran ventaja que aporta es disponer de un campo
exangle, donde es mas facil la diseccion anatomica e identificacion de estructuras. En
algunas cirugias, como las realizadas en la mano, la isquemia es practicamente

indispensable.

-Este procedimiento, no obstante, no es inocuo. Produce un dafio que puede clasificarse
segun tres origenes etiolégicos: dafio por compresion en los tejidos bajo el manguito; dafio
por anoxia en los tejidos distales al manguito; y dafio local y también sistémico por el

sindrome de isquemia-reperfusion, que es el mayor de los tres.

-El sindrome de isquemia-reperfusion ha sido ampliamente descrito y estudiado en
multitud de localizaciones y tejidos. Basicamente consiste en una respuesta inmune
sistémica, desencadenada por la liberacion al torrente sanguineo de distintos mediadores
proinflamatorios y radicales libres de oxigeno, acumulados en un 6rgano o tejido sometido
a un periodo mas o menos largo de isquemia, cuando ésta concluye y se inicia la

reperfusion del mismo.

-En las extremidades, el tejido méas susceptible de ser lesionado, por cualquiera de las 3
vias etioldgicas, es el masculo. Este tejido es también el principal responsable de las
lesiones que pueden darse a nivel sistémico. Especialmente en isquemias muy prolongadas
0 bajo presiones muy altas (como en el sindrome de aplastamiento), la miolisis masiva
precipita la salida al torrente sanguineo de distintos catabolitos. La hiperpostasemia por
toxicidad cardioldgica y la mioglobinemia por toxicidad nefroldgica, pueden dar lugar a un
compromiso sistemico e incluso la muerte. Pero también en isquemias mas cortas con
miolisis menos severas, se desencadera igualmente en mayor o menor medida un sindrome

de isquemia-reperfusion.
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-En isquemias inferiores a 3 horas y a las presiones habituales ejercidas en la isquemia
programada de quir6fano, son excepcionales las complicaciones sistémicas, pero si hay un
dafo local cuantificable. Este dafio ha sido documentado a nivel experimental y clinico, en
base a parametros bioquimicos, anatomopatoldgicos, y funcionales, y es atribuible a las

tres vias patogénicas descritas.

-Aunque clasicamente se consideraba despreciable la implicacion clinica real de este dafio,
en los Ultimos afios hay una evidencia clinica creciente en el sentido de que realizar un
procedimiento bajo isquemia implica mas dolor, mas edema, y peor recuperacion
funcional, en el corto y en el medio plazo, respecto a realizar el mismo procedimiento sin

isquemia.

-Las isquemias empleadas habitualmente en la practica clinica suelen ser de 1 6 2 horas,
pero en ocasiones se alargan hasta acercarse a las 3 horas. Las 3 6 4 horas de isquemia se
considera el limite a partir del cual el dafio deja de circunscribirse al area local, y pueden
comenzar a aparecer las complicaciones sistémicas. Esto estd documentado a nivel

experimental, y también de manera clinica tras la experiencia en guerras y catastrofes.

-El reconocimiento de este dafio ha dado lugar a la descripcion de distintos sistemas para
disminuir la morbilidad derivada del uso de manguitos de isquemia, especialmente cuando
esta isquemia se instaura de forma programada en el medio hospitalario, en el contexto de
una cirugia de miembros. Para combatir el dafio secundario a la compresion, se sugiere
emplear manguitos anchos y preformados, y emplear formulas para realizar la minima
presion necesaria. Buscando disminuir la lesién derivada de la anoxia de tejidos, se
recomienda emplear el minimo tiempo posible de isquemia. Pero actualmente, no se toma
ninguna medida para minimizar el dafio derivado del Sindrome de isquemia-reperfusion,

considerado por otra parte el mas relevante.

-A nivel experimental, se estan ensayando en aparato locomotor terapias y procedimientos
importados del tratamiento de isquemia-reperfusion a nivel visceral, sobre todo cardiaco.
Basicamente consisten en terapias de pre y postcondicionamiento consistentes en aplicar

periodos cortos de isquemia antes y/o después del periodo mayor de isquemia; y en
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utilizar farmacos scavenger o de otro tipo que neutralicen el los radicales libres de oxigeno
y mediadores proinflamatorios acumulados en el tejido sometido a isquemia, y liberados

con la reperfusion al torrente sistémico.

-La evaluacion de estos tratamientos a nivel clinico, hasta el momento, se ha llevado a
cabo en base al estudio principalmente de indicadores de estrés oxidativo, en el periodo
perioperatorio inmediato, y sin evaluacion de otras variables méas cercanas a las empleadas

en la practica clinica.

-En esta linea de tratamientos experimentales el acido félico, con conocidas propiedades
antioxidantes, ha demostrado en experiencias previas un efecto protector sobre el sindorme
de isquemia-reperfusion, al ser administrado previamente a la reperfusion, a nivel visceral.
Este farmaco tiene la ventaja de ser muy conocido, barato, aplicable por via parenteral en
forma de acido folinico y sobre todo, tiene la fundamental ventaja de no tener toxicidad
descrita, aun a dosis altas.

-La rata es un animal muy similar al humano, en cuanto a ciertas variables fisiologicas
como son la tension arterial o la anatomia de los miembros inferiores. Ademas, su tejido
muscular exhibe una tolerancia a la isquemia muy similar a la descrita en el ser humano.
Hay numerosos modelos experimentales que recrean el dafio por isquemia y reperfusion en
extremidades inferiores, pero habitualmente emplean métodos invasivos o bien sistemas de
induccion y mantenimiento de la isquemia que no son muy equiparables al manguito
neumatico utilizado de forma rutinaria sobre personas en la practica clinica. En ratas, por
ultimo, este dafio estd principalmente definido en base a pardmetros bioquimicos y
anatomopatoldgiocos, si bien la curva que describen los enzimas musculares tras un dafio
por isquemia-reperfusion difiere respecto al ser humano y sélo esta definida parcialmente;
el dafio a nivel funcional resulta mas dificilmente medible, y habitualmente se lleva a cabo

en base a electromiografia.

-No hay, por altimo, un modelo estandarizado de evaluacion del dafio, lo que dificulta la
comparacion de distintos tratamientos experimentales. Si hay algunos estudios que tratan

de caracterizar bien distintos aspectos del dafio por isquemia-reperfusion, y en base a ello
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se pueden definir qué pardmetros pueden medirse, y en qué momento. El uso de distintos
animales de experimentacion, distintos sistemas de induccion de la isquemia, y distintos
tiempos de isquemia, hace que en muchos casos los estudios no puedar ser comparables o

complementarios entre si mas que con algunas reservas.
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Hipotesis
Se formulan las siguientes hipétesis sucesivas:

1. En un modelo experimental con ratas, deberia de ser posible recrear el dafio
derivado de la utilizacion de la isquemia programada en miembros inferiores,
utilizando presiones y tiempos equiparables a los empleados en la practica clinica
durante las cirugias que se practican en las extremidades, especialmente en Cirugia
Ortopédica y Traumatologia.

2. En dicho modelo animal, el dafio derivado de la utilizacion de la isquemia deberia
de poderse cuantificar mediante pardmetros bioquimicos y anatomopatoldgicos, tal
y como se describe en la literatura.

3. La liberacion de enzimas musculares tras la miolisis deberia alcanzar un pico
maximo en plasma de manera constante, definiendo asi un momento 6ptimo para
valorar el efecto de cualquier tratamiento experimental.

4. Prolongar el tiempo de isquemia en la extremidad, dentro de un margen, deberia
mantener el mismo perfil de dafio reversible y limitado a lo local. Este incremento
del dafio serviria para detectar con mayor sensibilidad el posible efecto protector de
un tratamiento experimental.

5. Debido a sus propiedades antioxidantes, y de acuerdo con las experiencias previas
descritas en la literatura, el pre-tratamiento con acido folinico deberia de ser capaz
de disminuir el dafio muscular, en términos bioquimicos y anatomopatol6gicos,
provocado por la isquemia de la extremidad inferior, respecto a animales no

tratados.
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Objetivos

Para dar respuesta a las hipétesis antes formuladas, se plantean los siguientes objetivos:

122

1. Desarrollar un sistema de induccion y mantenimiento de isquemia en miembros

inferiores en ratas que cumpla las siguientes condiciones:

e Ser no invasivo, y no afadir ninguna morbilidad adicional al procedimiento
de isquemia.

e Posibilitar una exaguinacion previa adecuada.

e Proporcionar una isquemia con la presion minima necesaria.

e Monitorizar la tension que esta realizando.

e Ser fiable, y mantener una isquemia constante a lo largo del experimento.

e Ser reproducible, para llevar a cabo el experimento sin ninguna variacion
entre los distintos animales.

e Adaptarse adecuadamente al animal del modelo, la rata.

e Adaptarse, ademas, a las caracteristicas individuales de cada rata, a su

diametro y forma de la extremidad.

2. Definir los pardmetros a analizar, para cuantificar el dafio producido en la

extremidad sometida a isquemia, principalmente en tejido muscular, y el eventual
dafio sistémico.

e Evaluacion bioguimica.

e Evaluacion anatomopatoldgica.
Determinar la morfologia de la curva descrita por los distintos parametros
bioguimicos analizados, a lo largo de la reperfusion, y con especial atencion a los
enzimas indicativos de rabdomiolisis. Definir de esta forma el periodo de la
reperfusion donde las cifras son mas altas y cuando, por tanto, puede ser mas
interesante evaluar el efecto de eventuales tratamientos experimentales del dafio por
isquemia-reperfusion.
Comprobar que el perfil bioguimico de dafio sigue siendo similar tras diferentes

periodos de isquemia, para cada parametro bioquimico.
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5. Validar este modelo con un conocido antioxidante, el &cido fdlico. Se proyecta
comparar el efecto que la infusion parenteral de &cido folinico ejerce sobre los

parametros bioguimicos y anatomopatoldgicos, tras isquemia en un miembro
inferior de la rata.
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Material y Métodos
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Material

En este apartado desarrollamos todo lo respectivo a los animales empleados, el sistema de

induccién y mantenimiento de la isquemia, y el farmaco experimental utilizado.

Animales

Para el presente trabajo se han utilizado un total de 101 ratas WAG/RIjCrl (Rattus
norvegicus) macho, con una caracteristicas homogéneas de edad (adultos jovenes, con
media 4,3 meses; maximo 6 meses; minimo 2,5 meses) y peso (media 305gr; minimo
268gr; maximo 345gr). La distribucion de los animales, que se explicard en detalle méas

adelante, se hizo grosso modo de la siguiente manera
-20 individuos para definir la tension minima adecuada para asegurar la isquemia.

-6 individuos para fijar los valores de referencia en la analitica sanguinea (poblacion

general).

-48 individuos para definir el dafio a nivel bioquimico, tras 2 y 3 horas de isquemia, y su

evolucion a lo largo de distintos momentos de la reperfusion.

-6 individuos para llevar a cabo la evaluacion del tratamiento experimental, a nivel

biogquimico.

-8 individuos para definir el dafio a nivel anatomopatoldgico tras 3 horas de isquemia y 24

horas de reperfusion, sin tratamiento.

-8 individuos para evaluar igualmente el dafio a nivel anatomopatoldgico tras 3 horas de

isquemia y 24 horas de reperfusion, pero tras el tratamiento experimental.

-5 individuos que fueron apartados durante la realizacion de la experiencia, por eventos
gue supusieran o podrian suponer una alteracion de los resultados: 1 fallecimiento

posiblemente derivado de complicaciones anestésicas, 2 exposiciones accidentales a mayor
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tiempo de isquemia del estipulado, y 2 sospechas razonables de pérdida de la isquemia
durante la realizacion de la misma. Cuando resultd necesario retirar un animal del

experimento por estos motivos, se tomd un nuevo animal en sustitucion del mismo.

La rata WAG/RIjCrl esta ampliamente descrita en la literatura y resulta, como hemos
detallado anteriormente, el modelo animal mas frecuentemente empleado en estudios que
evaluan el dafio por isquemia-reperfusion sobre tejido muscular, y concretamente en

extremidades inferiores.

Para esta tesis, resulta de especial interés resaltar los valores habituales de tension arterial
fisiolOgica, y que varian en la sist6lica entre 75 y 120mmHg y en la diastélica entre 60 y
90mmHg®’’; méas concretamante, se proponen los valores medios de 113mmHg para la

sistolica y 81mmHg para la diastolica®’®.

Es importante destacar asimismo la similitud de la anatomia muscular del miembro inferior
de la rata respecto al ser humano, con los mismos grupos musculares, aunque se acepta que
la rata tiene en general un mayor desarrollo de los mismos3°. Como se ha sefialado
también durante la introduccidn, la experiencia experimental nos permite afirmar que el
comportamiento de la musculatura de la rata —y otros animales de experimentacion- ante
un insulto isquémico es perfectamente equiparable al de la musculatura del ser humano, en

cuanto a tiempos de tolerancia a la misma>”: 58 59 65, 66, 67,68, 69,70, 71,72, 73,

Respecto a la evaluacién de distintos parametros bioquimicos, hay que volver a remarcar
que en general la rata tiene los mismos procesos bioquimicos que el ser humano, y las
mismas enzimas®’°. Quizas la Unica excepcion de interés para este trabajo sea la diferencia
morfologica de la Mioglobina, aunque con una trascendencia mas bien de tipo técnico a la

hora de su cuantificacion, como luego desarrollaremos.

Teniendo, como decimos, una equiparable dotacion y comportamiento enzimatico, el rango
considerado fisiologico de los pardmetros bioquimicos mas frecuentemente estudiados en
la clinica y de particular interés para esta tesis, es igual o casi igual al del ser humano en
casi todos los casos. Se detallan en la tabla 6 dichos rangos de normalidad en el ser

humano®*® y en la rata®”,
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Tabla 6. Valores de referencia de distintos parametros sanguineos, en el ser humano y en la rata. Los
valores son orientativos, y pueden variar segtin la técnica empleada o por condiciones ambientales.

Hombre adulto joven Rata macho, adulto joven (4-6
meses)
Sodio (Na) 135 a 145 mEq/L 142 a 148 mEq/L
Potasio (K) 3,7 a 5,0 mEqg/L 3,8a5,2 mEqg/L
Cloro (Cl) 102 a 109 mEq/L 94 a 106 mEq/L
Urea 7 a20 mg/dL 28 a 42 mg/dL
Creatinina (Cr) 0,8a1,4 mg/dL 0,7 a 2,2 mg/dL
Fosfatasa Alcalina (FA) 44 3 147 UI/L 82-164 UI/L
Glutamato oxalacetato 8a30Ul/L 45 a3 65 UI/L
transaminasa (GOT)
Glutamato piruvato 10a32 Ul/L 38 a 50 UI/L
transaminasa (GPT)
Creatin Kinasa (CK) 20 a 195 Ul/L 50 a 200 Ul/L
Lactato deshidogenasa (LHD) 100 a 200 UI/L 30a 80 Ul/L

Puede apreciarse que, en casi todos los casos, la rata tiene unos rangos fisioldgicos en el

limite superior o ligeramente superiores a los considerados para el ser humano.

Ademéas de estas diferencias leves en los valores de referencia, hay discrepancias
relevantes en cuanto al comportamiento de las enzimas, con un aumento en sangre y
aparicion de un pico mucho antes en la rata que en el hombre. Para la presente tesis, cabe
volver a remarcar que el pico de CK y LDH parece que podria alcanzarse en torno a las 3
horas de la reperfusion, mucho antes de lo que ocurre en el ser humano®, segin los datos

que tenemos en la bibliografia publicada al respecto35® 361 380, 381, 382
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Sistema para implementar la isquemia

En el primer paso de exanguinar el miembro, se ha utilizado desde el principio una venda
elastica tipo tortor, arrollada con cierta tension en sentido distal a proximal. De este modo
se consigue evacuar la practica totalidad de la sangre contenida en el miembro. Para
desarrollar este método no fueron necesarios apenas ensayos, pues se asemeja mucho al
sistema de banda de Esmarch empleado en la practica clinica, y representa un método muy
rapido, efectivo, y sencillo de ejecutar. Se ilustra este procedimiento en la figura 30, con el

animal acostado sobre el sistema mecanico de cable a tension que luego describiremos.

BT
- s %

/‘/

Figura 30. Aplicacidon del tortor a modo de banda de
Esmarch.

Sistemas para mantener la isquemia

Durante el desarrollo de esta tesis, se han empleado diferentes métodos para conseguir la
isquemia del miembro de la rata, hasta dar con el adecuado. Los motivos de desechar unos
y seleccionar el otro los desarrollaremos en Resultados, y a continuacién se hara una

descripcion completa pero concisa de los fundamentos de cada uno de los sistemas.
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Banda elastica tipo tortor

La primera aproximacion para mantener la isquemia, tras su induccion, consistio en la
utilizacion del tortor utilizado durante la exanguinacion, manteniéndolo anudado en la raiz
del miembro inferior derecho del animal y aplicando una constriccion aproximada que se
calcule suficiente para ocluir los vasos arteriales. Puede observarse este sistema en la

figura 31.

Figura 31. Tortor anudado a nivel proximal,
ejerciendo una funcion de torniquete.

Anillo elastico

En una linea similar a la banda elastica y a los sistemas de torniquete tipo anillo propuestos
en la literatura, se prob6 asimismo a realizar la isquemia mediante la utilizacion de anillos
elasticos de goma, de distintos diametros desde 1 a 2 cm, para adaptarse mejor al grosor de
la extremidad de distintos animales. Se eligieron los anillos de goma que suelen emplearse
a modo de junta térica en sistemas de griferia. Para poder acomodarse a nivel proximal, el
anillo va distendiéndose al deslizarlo a lo largo de la pata, de distal a proximal, de forma
que al llegar al punto deseado, la tendencia del anillo a volver a su didmetro original se
traduce en una fuerza de compresién, mayor que la tension arterial sistolica a nivel de los

vasos arteriales. Se adjunta una fotografia de este sistema en la figura 32.
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Figura 32. Anillo elastico colocado en la region
proximal de la extremidad. En la vecindad de
ven otros anillos de diferentes diametros.

Manguito neumadtico

Habida cuenta de que es el estdndar en la practica clinica, se hicieron varias tentativas de
encontrar a nivel de casas comerciales un manguito que se adaptase a nuestra necesidad,
pero sin éxito, pues los modelos mas estrechos de uso pediatrico resultaban

exageradamente grandes para la extremidad de la rata.

En ese contexto, se llevaron a cabo varios intentos de construir un manguito neumatico a
pequefia escala, que pudiese adaptarse a la extremidad inferior de la rata. Para ello, se
emplearon camaras de aire de bicicleta, pero incluso las méas pequefias resultaban
excesivamente grandes, y los intentos por reducir el tamafio de las mismas fracasaron por
dificultades técnicas insalvables. Por este motivo, esta linea de trabajo hubo de ser
abandonada y este sistema no lleg6 a ser probado en los animales.

Dispositivo de aire a presion

A continuacion se prob6 otro dispositivo, también disefiado ex profeso para esta tesis,
consistente en la aplicacion de una fuerza de aire a presion de forma circular sobre el
perimetro del miembro con intencidon, como siempre, de superar la presién arterial sistolica
en los vasos y lograr detener el avance de la sangre. Para esto, se desarroll6 un aplicador
metalico de forma circular, con didmetro interior de 3,5cm y con multiples perforaciones,
gue se adaptaba a una pistola de aire a presion. Esta pistola estaba conectada a su vez a un
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sistema de aire motriz, capaz de administrar presiones de hasta 8 bar (aprox 6000mmHg).
Puede observarse el dispositivo en la figura 33.

Figura 33. Dispositivo de aire a presion. Vedse la
pistola conectada al circuito de aire motriz, con control
de la presion (izquierda), y el aplicador circular
multiperforado para la salida del aire a presion
(arriba).

Clampaje de la arteria femoral

En un intento mas agresivo, se realizo incluso un clampaje de la arteria femoral, a través de
un abordaje quirurgico bajo anestesia. Tras la diseccion superficial a nivel inguinal, se

localizaba la arteria femoral comdn, y se ligaba con un clip hemostatico de Yassargil.

Dispositivo de cable a tension

Finalmente se desarrolld, también ex profeso para este trabajo, un sistema no invasivo, y
que buscaba resolver todos los problemas encontrados con los sistemas anteriores, como se
describe en Resultados. Sobre una amplia peana, se dispone una mesa abatible, que permite
acomodar al animal anestesiado en una posicion de leve tilt izquierdo, para asi exponer

mejor el miembro inferior derecho. Esta extremidad inferior derecha se desliza entonces a
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través del seno creado por un cable que esta conectado por ambos extremos a un

dinamometro, suspendido sobre el animal (figura 34).

Figura 34. Vista cenital del
dispositivo del cable a tension,
donde se pueden apreciar todos
sus componenetes.

Dicho cable tiene una estructura entrelazada, es practicamente inextensible en sentido
longitudinal, pero tiende a aplanarse ligeramente con la presién, aumentando la superficie
de contacto con la masa sobre la que se aplica. Por otra parte, el dinamémetro y el cable
estan solidarizados a un sistema de émbolo, que traduce la compresion que se hace sobre el
mismo a una fuerza de traccion; al colocar una masa a través del seno del cable, la traccion
comienza a estrangular la masa y ejercer presion sobre ella. La fuerza de traccion que
ejerce el cable al presionar el émbolo aumenta al encontrar la resistencia de la masa
estrangulada, y esta fuerza progresivamente mayor se va traduciendo en una escala en el
dinamémetro, expresada en Kg de tension. Unas llaves de seguridad permiten, por una
parte, dar la longitud de cuerda deseada para adaptarla al miembro del animal, y por otra

parte, bloquear el mecanismo del émbolo una vez alcanzada la tensién deseada (figura 35).
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Figura 35. Demostracion del
funcionamiento del émbolo
conectado al dinamoémetro y al cable
tractor. Obsérvense ademas las llaves
de seguridad, que bloquean a
voluntad el deslizamiento del cable y
del émbolo.

Finalmente, el aparato cuenta con dos dispositivos auxiliares dirigidos a mantener la
estabilidad del cable sobre la masa estrangulada. Por una parte tiene un brazo articulado
destinado a asir el cable en el punto opuesto a la posicion del dinamémetro; por otra parte,
otro brazo articulado similar a una grda permite realizar una traccién al cenit del miembro

sometido a la isquemia (figura 36).

Figura 36. Detalle donde se
aprecian los dos brazos
articulados dirigidos a bloquear el
movimiento de la cuerda, y
ejercer traccion al cenit de la
extremidad inferior derecha del
animal.
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Acido Folinico

Como tratamiento experimental se ha empleado &cido folinico, forma activa del acido
folico que no requiere conversion enzimatica como el acido félico, y tiene la posibilidad de
ser administrado de forma intravenosa en forma de folinato célcico. Concretamente se ha

utilizado la presentacién Folidan ® 50, de Almirall Prodesfarma.

A continuacién se indican las principales caracteristicas del farmaco, y sus indicaciones
actuales en la préctica clinica, todo ello segun figura en la ficha técnica elaborada por la

Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS)37°.

Se incluye el acido folinico en el grupo farmacoterapéutico de los agentes desintoxicantes
para el tratamiento antineoplasico; cddigo ATC: VO3AF03. El folinato calcico es la sal de
calcio del &cido 5-formil tetrahidrofdlico. Es un metabolito activo del 4cido folinico y una

coenzima esencial de la sintesis de &cido nucleico en la terapia citotoxica.

Respecto a la composicion, cada vial de polvo contiene 50 mg de &cido folinico en forma
de folinato calcico. Despueés de la reconstitucion, la concentracion es 10 mg/ml. La via de

administracion es intravenosa e intramuscular.

Las indicaciones clinicas actuales son las siguientes:

- Disminuir la toxicidad y contrarrestar la accion de los antagonistas del &cido félico como
el metotrexato en terapia citotdxica, y sobredosis. En terapia citotoxica, este proceso es

conocido comunmente como "Rescate con Folinato Calcico”.
- Antidoto para los antagonistas de &cido folico: trimetrexato, timetropima y pirimetamina.
- En combinacion con 5-fluorouracilo en terapia citotoxica (off-label en nifios).

- Anemia megaloblastica por deficiencia de folatos (off-label, s6lo para casos en los que no

es posible emplear acido félico por via oral).
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La posologia aceptada en la practica clinica es Gnicamente la administracion intravenosa e
intramuscular. En caso de administracion intravenosa, no deben inyectarse mas de 160 mg
de folinato calcico por minuto debido al contenido en calcio de la solucién (0,002 mmol de
calcio por mg de &cido folinico). Para la perfusion intravenosa, el folinato célcico puede
ser diluido con solucion de cloruro de sodio al 0,9% o solucion de glucosa al 5%, antes

de su uso.

Las dosis varian enormemente en funcion de la patologia, y sobre todo, en funcién de los
niveles de metrotrexato y otros antifolatos en sangre. En el prospecto figuran dosis desde
6-12 mg/m? hasta 200 mg/m?. Aunque no figura en esta ficha, estan también aceptadas
dosis mucho mayores, de hasta 500mg/m?/6h intravenoso en determinados casos de
sarcoma osteogénico metastasico en tratamiento con metotrexate®*. Si lo traducimos a
peso, para una persona estandar de 1,70m de altura y 70kg de peso, tendremos una
superficie corporal de 1,82m2. De manera que 12 mg/m? serian 21,84mg (0,31mg/kg). 200
mg/m? serian 364mg (5,20mg/kg). Y 500mg/m? serian 910mg (13mg/kg).

En cuanto a las contraindicaciones, se han descrito las siguientes:
- Hipersensibilidad conocida al folinato célcico, o a cualquiera de los excipientes.

- Anemia perniciosa u otras anemias megaloblasticas debido a la deficiencia de vitamina
B12.

Las precauciones de empleo se refieren mas bien a los farmacos que se dan de forma

concomitante:

- El folinato célcico sélo debe utilizarse con metotrexato o 5-fluorouracilo bajo la
supervisién directa de un médico experimentado en el wuso de agentes

quimioterapéuticos cancerigenos.

- EIl tratamiento con folinato célcico puede enmascarar la anemia perniciosa y otras

anemias megaloblasticas resultantes de la deficiencia en vitamina B12.
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- Muchos productos medicinales citotdxicos -inhibidores directos o indirectos de la sintesis
de ADN-conducen a una macrocitosis (hidroxicarbamida, citarabina, mercaptopurina,

tioguanina). Dicha macrocitosis no debe tratarse con acido folinico.

- En pacientes epilépticos tratados con fenobarbital, fenitoina, primidona y succinimidas,
existe un riesgo aumentado en la frecuencia de ataques debido a la disminucion de las
concentraciones plasmaticas de fa&rmacos antiepilépticos. Se recomienda la monitorizacién
clinica, posiblemente la monitorizacion de las concentraciones plasmaticas y, si es
necesario, la adaptacion de dosis de farmacos antiepilépticos durante la administracion de

folinato calcico y después de la discontinuacion.

- El folinato calcico puede aumentar el riesgo de toxicidad del 5-fluorouracilo,

particularmente en ancianos y enfermos debilitados.

- El tratamiento combinado de 5-fluorouracilo/folinato calcico no debe ser iniciado ni
mantenido en  pacientes con  sintomas de  toxicidad  gastrointestinal,
independientemente de la severidad, hasta que todos estos sintomas hayan

desaparecido por completo

- El folinato calcico no debe mezclarse con 5-fluorouracilo en la misma inyeccién o

perfusion 1V.

- La resistencia al metotrexato como resultado de un transporte de membrana
disminuido implica también resistencia al rescate con acido folinico ya que ambos

productos medicinales comparten el mismo sistema de transporte.

- Una sobredosis accidental con un antagonista de folatos, como el metotrexato,
debe tratarse como una emergencia medica. Cuando el intervalo de tiempo entre la
administracion de metotrexato y el rescate de folinato calcico aumenta, disminuye

la efectividad del folinato célcico en contrarrestar la toxicidad.

- El folinato calcico s6lo debe administrarse por inyeccion intramuscular o intravenosa, y

no debe administrarse por via intratecal. Se ha producido un caso de muerte cuando se
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administré &cido folinico por via intratecal después de una sobredosis intratecal de

metotrexato.
También se describe la posibilidad de aparicion de las siguientes interacciones:

- Cuando el folinato célcico se administra conjuntamente con un antagonista del
acido folico (por ejemplo cotrimoxazol, pirimetamina) la eficacia del antagonista del

acido folico puede ser reducida o neutralizada completamente.

- El folinato célcico puede disminuir el efecto de las sustancias antiepilépticas:
fenobarbital, primidona, fenitoina y succinimidas, y puede aumentar la frecuencia de
ataques (puede observarse una disminucion de los niveles plasméticos de farmacos
anticonvulsionantes de inductores enzimaticos a causa de que el metabolismo

hepatico se incrementa cuando los folatos son uno de los cofactores)

- La administracion concomitante de folinato calcico con 5-fluorouracilo ha

demostrado aumentar la eficacia y toxicidad del 5-fluorouracilo

En relacion con su uso durante el embarazo y lactancia, no se han realizado estudios
clinicos adecuados y bien controlados. Tampoco se han realizado estudios formales con
folinato célcico sobre la toxicidad reproductora en animales. Con todo, no hay indicios de
que el acido félico induzca efectos dafiinos si se administra durante el embarazo. Si
durante el embarazo o periodo de lactancia debiera realizarse un tratamiento con
metotrexato u otros antagonistas de folatos, no hay limitaciones respecto al uso de folinato
calcico con el objeto de disminuir la toxicidad o contrarrestar los efectos. Se desconoce si
el folinato célcico se excreta en la leche materna. EI folinato célcico
puede utilizarse durante la lactancia cuando se considere necesario acorde a las

indicaciones terapéuticas.

Atendiendo a los posibles efectos sobre la capacidad de conducir y utilizar maquinaria,
no hay evidencia de que el folinato calcico tenga efecto sobre la capacidad de

conducir o utilizar maquinas.
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Los efectos adversos que se ennumeran hacen referencia a la terapia combinada de &cido

folinico con Metotrexate, y no al tratamiento sélo con acido folinico:

- Trastornos del sistema inmune: Muy raros (< 0,01%): reacciones alérgicas, incluyendo

reacciones anafilactoides y urticaria.

- Trastornos psiquiatricos: Raros (0,01-0,1%): insomnio, agitacion y depresion después de

dosis elevadas.

- Trastornos neurolégicos: Raros (0,01-0,1%): aumento en la frecuencia de ataques en

epilépticos.

- Trastornos generales y condiciones en los lugares de administracion: Poco frecuentes
(0,1-1%): se ha observado fiebre después de la administracién de folinato célcico como

solucion para inyeccion.

No se describe toxicidad propiamente dicha con el acido folinico. No se han reportado
secuelas en pacientes que hayan recibido significativamente mas folinato célcico que la
dosis recomendada. Sin embargo, cantidades excesivas de folinato calcico pueden anular el

efecto quimioterapéutico de los antagonistas del acido félico.

Atentiendo a las propiedades farmacodinamicas, el folinato célcico y los antagonistas de
folato comparten el mismo sistema de transporte de membrana y compiten por el
transporte dentro de las células, estimulando el flujo de antagonistas de folatos. El &cido
folinico protege a las células de los efectos del antagonista de folatos mediante la
reposicion del depoésito reducido de folatos. El folinato calcico sirve como una fuente
prereducida de folato Has; puede por tanto eludir el bloqueo de antagonistas de folatos y

proporcionar una fuente para las distintas formas de coenzimas del &cido félico.
Finalmente, hay que sefialar lo siguiente respecto a sus propiedades farmacocinéticas:

- Absorcion: Después de la administracion de la solucion acuosa, la disponibilidad
sisttmica es comparable a una administracion intravenosa. Sin embargo, se consiguen

menores valores de los niveles plasmaticos maximos (Cmax).

140



Tesis Doctoral Ifigo Cearra Guezuraga

- Metabolismo: El folinato célcico es un racemato donde la forma-L (L-5-formil-
tetrahidrofolato, L-5-formil-THF) es un enantidémero activo. EI metabolito mayor del &cido

folinico es el acido 5-metil-tetrahidrofélico (5-metilTHF), enantiomero activo.

- Distribucion: No se conoce el volumen de distribucion del &cido folinico.
Los niveles séricos maximos de la sustancia madre (acido D/L-5-formiltetrahidrofolico,
acido folinico) se alcanzan 10 minutos después de la administracion intravenosa.
El AUC para el L-5-formil-THF y 5-metil-THF eran 28,4 £ 3,5 mg.min/l y 129 + 112
mg.min/l después de una dosis de 25 mg. El isbmero-D inactivo se presenta en una

mayor concentracion que el L-5-formil-tetrahidrofolato.

- Eliminacion: La semivida de eliminacién es 32-35 minutos para la forma-L activa y 352-
485 minutos para la forma-D inactiva, respectivamente. La semivida terminal total de los
metabolitos activos es de unas 6 horas (después de la administracion intravenosa e

intramuscular).

- Excrecion: 80-90% con la orina (metabolitos 5- y 10-formil-tetrahidrofolatos inactivos),

5-8% con las heces.

Métodos

El manejo de los animales se ha realizado siguiendo la normativa legal segun el Real
Decreto 1201/2005, proteccion de los animales utilizados para experimentacion y
otros fines cientificos (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion) que incorpora las
disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los estados miembros de la CEE
respecto a la proteccién de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos, de la Directiva del Consejo 86/609/CEE (Leg. CC.EE. 4390) aprobada el
24 de Noviembre de 1996.

Todo el protocolo experimental que se describe a continuacion, fue presentado al Comité

de Etica en Experimentacion Animal de la Universidad del Pais Vasco/ Euskal Herriko
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Unibertsitatea, recibiendo su aprobacién con el codigo M20 2015 075 HERRERO DE
LA PARTE.

El trabajo con los animales ha sido llevado a cabo en el laboratorio de Cirugia
Experimental perteneciente al Departamento de Cirugia, Radiologia y Medicina Fisica de
la Universidad del Pais VVasco/ Euskal Herriko Unibertsitatea (UPV-EHU).

Protocolo preoperatorio

Las ratas seleccionadas para el experimento se toman del animalario. Son colocadas en
cajones individuales, donde pueden moverse libremente y disponen de agua y comida ad
libitum, con un ambiente controlado a 20-22 °C y humedad relativa del 55%. En este cajon
pueden ser transportadas a una sala vecina, preparada con todo lo necesario para realizar la

experiencia.

Cada rata es pesada, y numerada en base a la serie 0 grupo del que forman parte. Se

registra su peso (en gramos) y edad (en meses).

Protocolo de induccién de la anestesia

Cada animal es pre-anestesiado mediante la administracion de diazepam (15 mg/kg i.p.) v,
transcurridos 10 minutos, se les perfunde Ketamina (80 mg/kg i.p.) y medetomidina (0,5
mg/kg i.p.). Tras esta ultima administracion se esperan de nuevo 10 minutos para permitir

su absorcion, antes de llevar a cabo ningun procedimiento adicional en el animal.

Una vez constatada la anestesia completa de la rata, evaluando el tono residual en la cola, y
ausencia de respuesta a la estimulacion de las vibrisas faciales o “pelos del bigote”, se le

transporta al dispositivo de isquemia previamente descrito.
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Induccién de la isquemia

El animal es acostado en decubito supino sobre la plancha dispuesta a tal efecto. Esta
plancha se bascula ligeramente, logrando un leve tilt izquierdo que hace que la extremidad

inferior derecha quede discretamente mas arriba.

Dicha extremidad inferior derecha es luego deslizada a través del bucle que describe el
cable al salir y entrar de nuevo en los railes dispuestos en paralelo al cuerpo del
dinamdmetro, como se ha sefialado antes (véanse también las figuras 34, 35y 36).

En este momento el miembro es fijado mediante la utilizacion de los brazos auxiliares. El
brazo superior, a modo de grua, permite ejercer una leve traccién al miembro a la vez que
el bucle que describe el cable, sujeto al segundo brazo que impide su movilizacion,
mantiene la pelvis y la raiz del miembro inferior derecho pegados a la plancha sobre la que

descansa el animal.

A continuacidn, se inicia la exanguinacion al mismo tiempo que se comienza a registrar el
tiempo de experiencia transcurrido. Segun lo ya indicado, esta evacuacion de la sangre se

ejecuta mediante un vendaje compresivo con un tortor a modo de banda de Esmarch.

Seguidamente, y sin retirar aun el tortor, se comienza a presionar el émbolo conectado al
cable y al dinamdmetro. Tras cerrarse el cable sobre el muslo del animal, la presion sobre
el émbolo se traduce a mayor tension sobre el cable, que va estrangulando dicho muslo. Se
incrementa este esfuerzo hasta alcanzar la tension deseada en el dinamémetro. Como
describiremos en resultados, tras estudiar distintas magnitudes esta tension se fija en 1kg.
En ese momento, se cierra la llave de seguridad, lo que impide que haya desplazamientos
del émbolo o del cable, y mantiene la tension de forma constante. Se ilustra este proceso en
la figura 37. Una vez bloqueado el sistema, se retira el tortor.

Todo el proceso, desde el inicio de la exanguinacion hasta la activacion de la llave de
seguridad bloqueando el sistema, dura entre 20 y 30 segundos.
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Figura 37. Aparato de induccién de isquemia
con el cable a tension. Al presionar el émbolo se
incrementa la presion sobre la pata,
bloqueando el paso sanguineo. La extremidad
ha sido previamente exanguinada empleando
un tortor a modo de banda de Esmarch.

En este momento, se realiza la primera de varias verificaciones de que se ha obtenido una
isquemia completa. Se realiza una comprobacion subjetiva y una objetiva. La
comprobacion subjetiva consiste en el examen de la extremidad, que debe mostrar palidez

y ausencia de relleno capilar al presionar los dedos (figura 38).

gy : . Figura 38. Aspecto clinico de la extremidad tras el
- 4 ‘ establecimiento de la isquemia. Se observa palidez
g y ausencia de relleno capilar.

La verificacion objetiva se lleva a cabo mediante el examen de la extremidad con una
sonda de laser doppler, que no debe mostrar ninguna actividad al ser colocada sobre el
territorio de la arteria pedia (figura 39).
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Figura 39. Comprobacion objetiva de la ausencia
de flujo capilar en la extremidad, mediante Laser
Doppler. Se mide también el flujo en la extremidad
contralateral no sometida a isquemia, como
referencia.

Mantenimiento durante el periodo isquémico

Salvo en la primera serie de determinacion de la tension Optima, los animales has sido
sometidos a un tiempo de isquemia de 2 6 3 horas, durante el que requieren una vigilancia.

Por ello, el animal es reevaluado cuatro veces por hora, cada 15 minutos.

Por un lado, se comprueba la adecuada anestesia de la rata, de nuevo explorando la
existencia de tono o no al levantar y dejar caer la cola y estimulando sus vibrisas faciales.
En el raro caso de apreciar una respuesta con dichos examenes, se administra una dosis de
recuerdo de Diazepam, de la mitad de la inicial. Y en el caso aln mas raro de volver a
presentar actividad antes de terminar el periodo de isquemia, se repite la administracién de

Ketamina, de nuevo con una dosis de la mitad de la inicial.

Por otra parte, con la misma periodicidad, se lleva a cabo la verificacion de la isquemia
con los medios subjetivos y objetivos antes descritos. En el raro caso en que se detectase la
pérdida de la isquemia, aunque fuera parcial o autolimitada en el tiempo, se suspende la

experiencia y se aparta al animal del estudio.
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Tratamiento experimental

Solo en los animales del grupo tratado (segun se describe en Series Experimentales mas
adelante), se realiza la inyeccion intraperitoneal del acido folinico, 20 minutos antes de la

liberacion de la isquemia y del inicio de la reperfusion.

El folato empleado (Folidan ® 50 de Almirall Prodesfarma), se presenta en un vial
liofilizado conteniendo 50 mg de &cido folinico, que es revitalizado con 5ml de agua
destilada, segun se ha sefialado anteriormente. Para mayor comodidad, desde esta solucion
con 10 mg/ ml, se realiza una nueva dilucion de 0,5 ml de solucion inicial con 5ml de suero

salino, logrando una solucién nueva con 0,91 mg/dl.

Dado que se realiza un tratamiento experimental con 2,5 mg de acido folinico por Kg de
peso del animal, tenemos que para una rata estandar de 300 gr, inyectaremos 0,75 mg

contenidos en 0,82 ml de la solucién nueva.

Periodo de reperfusion

Cuando concluye segun el cronémetro el tiempo establecido de isquemia para el animal en
cuestion, 2 6 3 horas segun las series, se afloja la Ilave de seguridad y se permite el
destensado progresivo del cable soltando lentamente la presion sobre el émbolo conectado

al dinamometro.

Se comprueba clinicamente la reperfusion, que suele ser muy evidente por el desarrollo de

una hiperemia reactiva tras el periodo prolongado de isquemia.

El animal es transportado desde el dispositivo de isquemia a su cajén individual, donde es
acostado en una posicién comoda. Se le deja agua y comida a su disposicion, y se coloca

un foco de calor que mantiene una temperatura ambiente de unos 27° C.

En el periodo de recuperacion postanestésica, el animal es reevaluado dos veces cada hora,

cada 30 minutos.
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En aquellas ratas en que la obtencion de muestras sanguineas se lleva a cabo en menos de
cuatro horas desde la induccion de la anestesia, solo se repite la administracion de
Diazepam y Ketamina, a mitad de dosis de la inicial, en los raros casos en que el animal

presentase alguna respuesta con las maniobras de estimulo ya descritas anteriormente.

Sin embargo, en aquellos animales en los que la obtencion de muestras estd programada
para periodos més alla de cuatro horas desde la induccién de la anestesia, no se administra
dosis de recuerdo alguna, pese a que muestren respuesta a estimulos. Por el contrario, se
les permite despertar y que coman, beban y coman ad libitum, y aproximadamente 20
minutos antes de cumplirse el tiempo programado para la obtencion de muestras, se
reinicia el protocolo anestésico descrito al principio, de igual forma a la descrita para la

induccion inicial de la anestesia.

Medida del perimetro de las extremidades

En aquellas ratas en las que se estudia un tiempo de reperfusion de 24 horas se realiza,
antes del sacrificio y tras la nueva induccion anestésica descrita, una medicion del
perimetro de ambas extremidades, a nivel proximal en el muslo, aproximadamente en el
mismo punto en que se posiciond el cable tensor responsable de la isquemia. Se diferencia
la medida del perimetro del muslo en la pata derecha, sometida a isquemia, y la
correspondiente a la pata izquierda, como control pareado.

Para estandarizar el proceso, la medicion se lleva a cabo siembre con el animal acostado
sobre el dispositivo de isquemia, para emplear la traccion a cénit y mantener la extremidad
en todo momento en una misma posicion. Esta medicion de lleva a cabo con un cable igual
al utilizado en el aparato de isquemia, con una compresién muy leve para compensar el
almohadillado creado por el pelo del animal, en el muslo en un punto inmediatamente
distal al ocupado por el cable que realiza la isquemia. Se marca con rotulador el punto en el

que el cordel de medicion, al completar el perimetro alrededor del muslo, contacta con su
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cabo inicial. Esta medida es transportada sobre una regla, donde se realiza la lectura de su

longitud en mm, en nimeros enteros. El proceso se muestra en la figura 40.

Este procedimiento se lleva a cabo de igual manera con todos los animales, y siempre por

la misma persona. Se mide el perimetro de ambas extremidades.
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Figura 40. Medida del perimetro del
muslo de ambas extremidades.

Toma de las muestras sanguineas

En los animales sometidos a periodos de reperfusién de hasta 6 horas, prolongando la
anestesia inicial o induciendo una nueva anestesia segun lo descrito, se les practica una
laparotomia media, y una puncion de la vena cava, para obtener una muestra sanguinea. Se
Ileva a cabo una extraccion de en torno a 3 ml de sangre venosa, considerandose el minimo
aceptable de 2 ml, y el maximo 5 ml, que corresponde a la capacidad maxima de la jeringa
empleada (figura 41).
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Figura 41. Extraccion de sangre venosa,
procedente de la vena cava, tras una
laparotomia media.

Procesamiento de las muestras sanguineas

El contenido de la jeringa es inmediatamente trasferido a un tubo de 3,5cc de tapon teja,
sin aditivos y con gel separador (BD Vacutainer ®), donde reposa durante 10 minutos
(figura 42).

Figura 42. Traslado de la sangre venosa
extraida a un tubo de tapon teja de 3,5cc.

Con posterioridad, este tubo es introducido en una centrifugadora KS-5200C de Kubota ®,
que centrifuga la muestra a 3000 rpm, durante 10 minutos. De esta forma se consigue un

sobrenadante de suero, que es pipeteado a un tubo Eppendorf.
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Este tubo Eppendorf es conservado en una nevera a 4°C, hasta un maximo de una semana.
Antes de expirar ese plazo, la muestra de suero es analizada en la analizadora Cobas 8000

de Roche ® (figura 43). Esta realiza un examen mediante:

e Electrodos selectivos de ion Na, Ky ClI

e Espectrofotometria de Urea, Creatinina, Glutamato-oxalacetato transaminasa,
Glutamato-piruvato transaminasa, Fosfatasa Alcalina, Creatin Kinasa y Lactato
Deshidrogenasa. Todos los reactivos empleados son de Roche Diagnostics ®.

Figura 43. Vista general del laboratorio
con la analizadora Cobas 8000 de Roche®

|

Obtencidn de muestras anatomopatoldgicas

Tras el sacrificio (descrito méas adelante) animal es colocado en posicion de decubito
prono, exponiendo la parte posterior de las extremidades inferiores, que se mantienen

extendidas.

A través de un abordaje posterior directo, se diseca piel y tejido celular subcutaneo hasta

exponer la musculatura posterior de la pierna.

Se identifica el tendon del triceps sural, que es marcado con un punto de seda y seccionado

en su insercion distal en el calcaneo. Posteriormente, se localiza y excluye el masculo
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soleo, quedandonos so6lo con los vientres musculares del gastrocnemio, siguiendo el
recorrido de sus vientres lateral y medial. Al llegar a su insercion tendinosa en la cara
posterior de los condilos femorales, de nuevo se marcan los extremos con sendos puntos y
se desinsertan, completando de esta manera la extraccion del musculo gastrocnemio. Puede
apreciarse el resultado del procedimiento en la figura 44.

Figura 44. Extraccion del musculo
gastrocnemio de la extremidad inferior
derecho, por un abordaje posterior.

Este procedimiento se repite en ambas extremidades, y el misculo obtenido es pesado en
una bascula de precision (figura 45), antes de sumergir la pieza en un recipiente con
Formol al 15%, que a su vez es conservado en nevera a 4°C hasta su procesamiento, segun

se describe a continuacion.

Figura 45. Pesaje del musculo extraido en
una bascula de precision.
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Procesamiento de las muestras anatomopatologicas

Una vez extraidos y pesados, los masculos gastrocnemios son sumergidos en una solucion

de Formaldehido al 10%, y conservados en una nevera a 4°C.

Posteriormente, en cada pieza se practican 3 cortes, obteniendo secciones donde podemos
valorar: el vientre muscular medial, el vientre muscular lateral, y el vientre muscular

comun del gastrocnemio. Una pieza de muestra se expone en la figura 46.

Figura 46. Dibujo sobre una fotografia,
donde se muestran los cortes que se
practican en cada gastrocnemio extraido.

Las piezas asi obtenidas son fijadas con la inmersion sucesiva en alcoholes hasta su
inclusion en parafina, con el procesador de tejidos semicerrado Shandon Citadel 1000. Se

sigue el procedimiento habitual, que describimos en la tabla 7, a continuacion.
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Tabla 7. Se detalla el procesamiento de las piezas de anatomia patoldgica desde la extraccidn hasta la
inclusion en parafina.

Orden Producto Tiempo de inmersion

1 Formaldehido 15% 24h minimo

2 Alcohol 502 1h30’

3 Alcohol 702 1h 30’

4 Alcohol 902 2h

5 Alcohol 1002 3h

6 Xilol a temperatura ambiente 1h

7 Xilol a 602 C 1h

8 Parafina 2h

Las piezas incluidas en parafina son cortadas en laminas de 4um con un microtomo.
Dichas secciones son posteriormente sometidas a tinciébn de Hematoxilina-Eosina
empleando el aparato Shandon Linistain GLX, segln el procedimiento que, de manera

similar al anterior, exponemos en la tabla 8.

Finalmente, las muestras tefiidas son fijadas sobre portas, y almacenadas hasta su examen

microscopico.
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Tabla 8. Se detalla el procesamiento de las piezas de anatomia patoldgica durante el proceso de tincion.

Orden Producto o procedimiento Tiempo de permanencia

1 Preparacién en zona calefactada 5’

2 Xileno 2

3 Alcohol 1002 T

4 Alcohol 952 T

5 Agua corriente 30”
6 Hematoxilina vig

7 Agua corriente 30”
8 Alcohol 702 + HCl al 1% 30"
9 Agua corriente 30”
10 Reactante azulante Shandon 1
11 Agua corriente 30”
12 Alcohol 95° 30"
13 Eosina 30”
14 Alcohol 95¢ 130"
15 Alcohol 1002 T
16 Xilol 1

Sacrificio

Cuando se realiza una extraccion sanguinea, es esperable que la mayoria de los animales

fallezcan por un shock hipovolémico en un plazo breve de tiempo.
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Sin embargo, todos ellos son introducidos al terminar la extraccion sanguinea y extraccion
de muestras histopatolégicas en una camara de CO2 con concentracion al 70%, hasta

objetivar datos claros de muerte, como ausencia de trabajo cardiorrespiratorio.

Por ultimo, para asegurar la eutanasia, se practica una traccion axial de la columna desde la
cola blogueando con un instrumental la base del craneo, hasta conseguir una luxacion atlo-

occipital o cervical alta.

El cadaver es entonces introducido en una bolsa de plastico, que a su vez es transportado a

un arcén a -20°C, donde se conserva hasta que es retirado para su incineracion.

Examenes bioguimicos

Las muestras sanguineas no precisan mayor procesamiento que el descrito. La analizadora
Cobas 8000 de Roche ® mide para cada muestra de suero: Na, K, Cl, Urea, Creatinina,
Glutamato-oxalacetato transaminasa, Glutamato-piruvato transaminasa, Fosfatasa Alcalina,

Creatin Kinasa y Lactato Deshidrogenasa.

Anatomia Patologica

Parametros macroscopicos

El parametro macroscépico fundamental es, como hemos dicho antes, el edema, que puede
ser cuantificado de diferentes modos. En este caso, se mide en base a dos pardmetros:
perimetro del muslo con el animal anestesiado, y peso del musculo gastrocnemio tras
sacrificio del animal. Ambos examenes se llevan a cabo a las 24 horas de la reperfusion, y
de forma bilateral en cada rata, tomando la extremidad izquierda como control pareado de

la derecha.
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Perimetro del miembro
Se incluye la medicion del perimetro del miembro como parametro anatomopatologico. El

procedimiento de medicion se mide segun ya se ha descrito anteriormente.

A partir de este dato, y asumiendo que la forma de la seccion del muslo a nivel de la
medicion se aproxima mucho al de una circunferencia, conocido el perimetro se realiza el

calculo del area de dicha seccion.

Para cada animal, se registra el perimetro de cada muslo, y el area correspondiente a la
seccién del mismo, derecho e izquierdo. Se realiza la comparacion entre ambos, y se
registra el porcentaje de incremento del area en la extremidad inferior derecha (sometida a

isquemia) respecto a la izquierda (control pareado).

Peso de los gastrocnemios
Se realiza un pesaje de los gastrocnemios extraidos, también segun lo ya descrito. De igual
manera, se calcula el porcentaje de incremento de peso de la pata derecha (sometida a

isquemia) respecto a la izquierda (control pareado), para cada animal.

Parametros microscopicos

Se incluyen aqui todos los examenes de microscopia, tras el procesamiento de las
muestras. Hemos empleado un sistema de camara fotografica digital acoplada a un
microscopico Optico, con una lente de aumento x3,3 y una segunda lente de aumento x10 o
x20.

Dafio/ necrosis muscular
El protocolo de valoracion del dafio muscular se inspira en la sistematica propuesta por
McCormak y cols para la evaluacion del dafio por isquemia-reperfusion en modelos

murinos®°e.

Para cada pata, disponemos tras el procesamiento de las muestras de 3 cortes,
correspondientes a los vientres comun, medial y lateral del gastrocnemio. Inicialmente se

lleva a cabo un exadmen general con 33 aumentos, en los que se identifican las areas
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susceptibles de observacion, sin artefactos o alteraciones del procesamiento que

condicionen una correcta visualizacion

Sobre estas areas, se determinan al azar 5 campos de visualizacion a 66 aumentos, distantes

entre si, para cada uno de los mencionados 3 cortes (figura 47).

Figura 47. Ejemplo de disposicion de los cortes de
musculo sobre el porta (arriba).
Representacion de la eleccién al azar de 5 campos

separados entre si, en cada uno de los cortes del
musculo (abajo).

En cada uno de estos campos a 66 aumentos, se realiza una fotografia, y se lleva a cabo un
contaje de las fibras, y clasificacion de las mismas sélo en dos categorias, indemne o

dafada, basandose en los siguientes criterios:

-Fibra indemne si presenta bordes bien definidos, con una misma textura y uniformidad a
lo largo de la membrana celular, sin agujeros ni saltos, y una correcta visualizacién de los
nucleos pericelulares y las células satélites.

-Fibra dafiada si presenta bordes rotos o desdibujados, una textura y color no uniforme,

agujeros en el citoplastama y/o nicleos celulares separados o desprendidos.
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Se muestra una fotografia de ejemplo de esta clasificacion en la figura 48.

Figura 48. Visualizacion de un campo de una seccién del gastrocnemio comtuin, correspondiente a una rata
sometida a 3 horas de isquemia de la extremidad, tras 24 horas desde el fin de la misma. Las fibras se
clasifican como no daiiada (N) o dafiada (D). Obsérvese ademas una intensa infiltracion por PMNs.

El total de fibras indemnes y dafiadas se cuantifica sumando los valores correspondientes a
cada uno de los cinco campos, en los tres cortes. El resultado total se expresa en forma de

porcentaje, resultante del célculo de fibras dafiadas respecto al total de las fibras.

En este caso la comparacion de la extremidad sometida a isquemia con la contralateral no
sometida a isquemia se plantea inicialmente como referencia de normalidad, en tanto es

esperable que no tenga dafios o que si existen sean minimos.

Por ultimo, se establece la comparacion que resulta de mayor interés, entre el porcentaje de
fibras dafadas en la extremidad sometida a isquemia de animales no sometidos a ningun

tratamiento, y de los animales tratados con acido folinico. La diferencia en el porcentaje de
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fibras dafiadas puede asi ser achacable al eventual efecto protector del tratamiento

experimental.

Infiltracion por neutrofilos
Para esta valoracion se emplea la misma sistematica respecto a la evaluacion de fibras
dafadas, en lo relativo al establecimiento de 5 ventanas en cada uno de los 3 cortes de la

pieza.

En este caso, se realiza un contaje de los PMNs contenidos en cada campo (figura 48) y se

calcula la media y desviacion estandar de dichas mediciones en el conjunto de la pata.

Teniendo en cuenta que nos interesa valorar el posible efecto del tratamiento con acido
folinico sobre el aumento patolégico de la infiltracion leucocitaria del muasculo sometido a
isquemia, mas que la magnitud de infiltracion fisioldgica del mismo, la comparacion se
establece respecto a los valores de infiltracion sélo de la pata sometida a isquemia, entre

animales sin tratamiento y aquellos que recibieron el tratamiento experimental.

Grupos experimentales

Los 96 animales incluidos en el estudio se dividen en varios grupos experimentales, cuyo

propdsito describimos aqui y cuyos resultados expondremos en el siguiente apartado.

Los animales van siendo escogidos aleatoriamente del animalario, segin son necesarios
para ir completando las distintas series. Aunque siempre tomando animales de

caracteristicas homogéneas: en torno a 4 meses de edad y 300gr de peso.

Serie 0. Determinacion de la tension éptima
En esta primera serie, un total de 20 animales, denominados O.1 a 0.20, se someten a
incrementos sucesivos de la tension del cable. Para cada animal, se estudia la existencia o

no de una isquemia completa en la extremidad inferior derecha, a tensiones
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progresivamente mayores. Dicho estudio se lleva a cabo mediante los signos clinicos y de
laser doppler ya descritos.

Serie C. Determinacion de parametros analiticos normales, en poblacion control
Un total de 6 animales son destinados a definir los valores normales o correspondientes a
la poblacion a estudio, para los parametros bioquimicos que van a ser analizados. Dichos

animales se identifican como C.1 a C.6.

Serie A. Caracterizacion bioquimica del dano tras 2 horas de isquemia, evolucion
cronoldgica

En la serie A, se busca determinar el dafio que se produce en cuanto a parametros
bioquimicos tras un periodo de 2 horas de isquemia, y estudiar el comportamiento
evolutivo durante las 6 primeras horas de reperfusion. En este caso se emplean 24

animales, que se dividen de la siguiente manera:

-6 animales son sometidos a 2 horas de isquemia, y sacrificados a los 10 minutos de la

reperfusion. Estas ratas se identifican como Al.1 a A1.6.

-6 animales son sometidos a 2 horas de isquemia, y sacrificados al cabo de una hora de
reperfusion. Estas ratas se identifican como A2.1 a A2.6.

-6 animales son sometidos a 2 horas de isquemia, y sacrificados a las 3 horas de la
reperfusion. Estas ratas se identifican como A3.1 a A3.6.

-6 animales son sometidos a 2 horas de isquemia, y sacrificados a las 6 horas de la

reperfusion. Estas ratas se identifican como A4.1 a A4.6.
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Serie B. Caracterizacion bioquimica del dario tras 3 horas de isquemia, evolucion
cronoldgica

En este caso, se trata de caracterizar el dafio que se produce en cuanto a parametros
bioquimicos tras un periodo de 3 horas de isquemia, e igualmente estudiar el
comportamiento evolutivo durante las 6 primeras horas de reperfusion. De nuevo se

emplean 24 animales, que se dividen de la siguiente manera:

-6 animales son sometidos a 3 horas de isquemia, y sacrificados a los 10 minutos de la

reperfusion. Estas ratas se identifican como B1.1 a B1.6.

-6 animales son sometidos a 3 horas de isquemia, y sacrificados al cabo de una hora de

reperfusion. Estas ratas se identifican como B2.1 a B2.6.

-6 animales son sometidos a 3 horas de isquemia, y sacrificados a las 3 horas de la

reperfusion. Estas ratas se identifican como B3.1 a B3.6.

-6 animales son sometidos a 3 horas de isquemia, y sacrificados a las 6 horas de la
reperfusion. Estas ratas se identifican como B.1 a B4.6.

Puede apreciarse un esquema de la distribucion de las series control (C) y subgrupos de las
series Ay B en la figura 49.
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Serie C

Ratas A1

Ratas A2
Ratas B2

RatasA3 |1 |2
RatasBsy 1 |-

Ratas A4 _

Figura 49. Esquema de la organizacion temporal de las series C, A y B. Las puntas de flecha naranjas
sefialan el momento del sacrificio y obtencion de muestras sanguineas.

Serie F. Estudio del efecto bioquimico del dcido folinico tras 3 horas de isquemia y
3 horas de reperfusion

En esta serie, 6 ratas son igualmente sometidas a una isquemia de 3 horas. Pero en este
caso, 20 minutos antes del fin de este periodo, se les administra acido fdlinico
intraperitoneal segun se ha indicado previamente. Transcurridas 3 horas de la reperfusion,
son sacrificadas con obtencion de muestas de sangre.

Los individuos de esta serie se identifican como F.1 a F.6.

Como antes, se adjunta una representacion grafica de la organizacion temporal de esta serie
en la figura 50. Se sefiala la serie F junto al subgrupo B3 de la serie B, puesto que van a ser

los animales con los que se comparen los resultados.
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Ratas B3

Serie F

Figura 50. Esquema de la organizacién temporal de la serie F, y subgrupo B3 de la serie B. Las puntas de
flecha naranjas sefialan el momento del sacrificio y obtencion de muestras sanguineas, y la punta de
flecha y linea verde marcan el momento de la infusién del Ac folinico y su tiempo de actuacién antes del
sacrificio.

Serie AP.C. Estudio del dafio anatomopatolégico tras 3 horas de isquemia y 24
horas de reperfusion, en grupo control o no tratado

En la serie AP.C, 8 individuos son sometidos a 3 horas de isquemia y 24 horas de
reperfusion, sin recibir ningin tratamiento. Transcurrido dicho periodo, se lleva a cabo la
medicion del diametro del muslo de ambas extremidades, seguidas del sacrificio y
extraccion de ambos gastrocnemios, para su pesaje Yy preparacion para el estudio

microscopico.

Como en los otros grupos, las ratas de este grupo se identifican como AP.C.1 a AP.C.8.
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Serie AP.F. Estudio del efecto anatomopatoldgico del dcido folinico tras 3 horas de
isquemia y 24 horas de reperfusion

Finalmente, se somete a los 8 animales de la serie AP.F al mismo procedimiento de 3 horas
de isquemia y 24 horas de reperfusion, pero administrando el tratamiento experimental con
Ac folinico 20 minutos antes del fin del periodo de isquemia.

Las ratas se denominan, en este caso, desde AP.F.1 a AP.F.8.

Podemos ver la representacion esquematica de la organizacion de las series AP.C y AP.F

en la figura 51:

Serie AP.C 24 =

Serie AP.F 24

Figura 51. Esquema de la organizaciéon temporal de las series AP.C y AP.F. Las puntas de flecha naranjas
seiialan el momento del sacrificio y obtencidn de muestras sanguineas, y la punte de flecha y linea verde
marcan el momento de la infusion del Ac folinico y su tiempo de actuacion antes del sacrificio.

Estadistica

Todos los datos obtenidos son introducidos en un fichero Excel, siguendo la misma

organizacion y nomenclatura de series, subgrupos e individuos.
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Para la elaboracion de los estudios estadisticos, conviene remarcar que partimos de una

serie de premisas:

-Se comprueba la distribucion normal de todos los conjuntos de datos introducidos. Esto es
realizado de forma sistematica segun el método de Kolmogorov-Smirnov, objetivandose en

todas las series una distribucion normal de los valores registrados.

-Esto nos posibilita el calculo de medias y desviacion estandar, y el planteamiento de test

parametricos.

-Finalmente, se realiza igualmente de forma previa a otros estudios la comprobacion de la
homogeneidad de los grupos. Para ello, se estudian como variables independientes la edad
y el peso de los individuos participantes de cada una de las series. Tras someter los datos a
un examen de la varianza entre las series, se concluye que no hay diferencias relevantes

entre series (ni entre subgrupos, en su caso), con p>0,05.

Con el mismo Excel se calculan media y desviacion estandar en cada serie y/o subgrupo,

segun se exponen en el capitulo de resultados.

Los datos obtenidos son transferidos al programa informatico GraphPad Prism version

6.01, en el que se llevan a cabo los siguientes test estadisticos:

-t de student o t test: en la comparacion variables independientes entre si, cuantitativa Vs
dicotdmica. Cuando esta comparacion se realiza repetidamente para un valor dado, a

distintos tiempos, se emplea el t test multiple.

-Andlisis de la varianza 0 ANOVA: en la comparacion variables independientes entre si,

cuantitativa Vs no dicotdmica.

-Newman-Keuls: test de comparaciones mdltiples para comparar las medias de los
distintos grupos después de haber rechazado la hipdtesis nula de igualdad de medias
mediante la técnica ANOVA.
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Resultados
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Ajuste del modelo experimental

En este apartado recogemos las experiencias y ensayos realizados para definir todas las
caracteristicas del modelo, asi como el disefio y construccion del equipo de induccion de

isquemia utilizado en el trabajo de tesis doctoral.

Induccidén de isquemia en el miembro inferior de la rata

La isquemia utilizada en cirugia ortopédica implica dos actuaciones consecutivas, pero
diferentes desde un punto de vista mecanico. La primera es la induccion de la isquemia,
con exanginacion completa de los tejidos de la extremidad, y la segunda es el
mantenimiento de dicha isquemia mediante bloqueo completo del flujo arterial del

miembro.

Como se ha descrito en Material y Métodos, desde un primer momento, en nuestros
ensayos emulamos la clasica venda de Esmarch empleada en humanos por una pequefia
banda elastica, un tortor convencional: su anchura se ajusta bien al tamafio de la

extremidad inferior de la rata y su elasticidad permite un manejo sencillo.

Tras varios ensayos preliminares, pudimos comprobar que, tras realizar la exanguinacion
de la extremidad mediante la aplicacion del tortor desde distal a proximal, el riego quedaba
completamente anulado y el tejido exangtie:

e No se detectaron pulsos distales
e El laserdopler no detecto flujo capilar
e Manteniendo la mitad proximal del tortor en su sitio, la realizacion de cortes en la

parte mas distal de la extremidad no mostré hemorragia alguna

Asegurado este primer elemento de la induccién de isquemia, se acometieron los ensayos
orientados a establecer una técnica de blogueo absoluto del flujo arterial que fuera

controlable, facilmente reproducible y fiable. En este sentido se comenzd con la utilizacion
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de métodos no-invasivos, buscando reproducir el procedimiento habitual en clinica

humana.

Los primeros intentos se llevaron a cabo mediante la aplicacion de un tortor a nivel

inguinal. Pero los ensayos fracasaron por dos motivos:

Falta de estabilidad. Debido a la abundancia de pelo, asi como al perfil
marcadamente troncoconico del muslo de la rata, el tortor aplicado a nivel inguinal
experimentaba frecuentes desplazamientos y aflojamientos que impedian disponer
de un periodo estable de isquemia absoluta suficientemente prolongado.

La colocacion manual del tortor, sin control objetivo de la presion efectuada por el
mismo, hacia que hubiera fracasos tanto por exceso como por defecto. Los fracasos
en mantener la isquemia resultaron muy féciles de detectar, pero suponian el
fracaso del experimento ya que muy breves periodos de reperfusion suponen
importantes modificaciones del patron lesional en el sindrome de isquemia-
reperfusion. Los excesos de presion suponen dafios a las estructuras, también las
vasculares, que implican un afiadido incontrolado al dafio por isquemia; e incluso

pueden condicionar la calidad de la reperfusion.

A continuacién probamos a sustituir el tortor por un anillo de goma. Este sistema buscaba

combatir el riesgo de aflojamiento que representaba el tortor, pero también fue desechado

porgue presentaba numerosos inconvenientes:
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El didmetro del anillo es constante, mientras que el diametro de la extremidad de
cada animal no lo es, lo que I6gicamente conducia a realizar presiones mayores en
miembros mas gruesos y menos en extremidades mas delgadas. Aun disponiendo
de diferentes didmetros de anillo, la individualizacién a cada pata resultaba
imposible.

Aunque la presion ejercida pudiera ser bastante constante para un anillo dado,
asumiendo que no hubiese diferencias muy groseras en el diametro de las patas de

distintos animales, resultaba imposible saber de qué magnitud era esta, y por ello si
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podia resultar equivalente a la realizada por el manguito de presion en la practica
clinica que pretendemos reproducir.

e Finalmente, el riesgo de deslizamiento a causa de la forma tronco-cénica de la
extremidad que ya veiamos con el tortor, se veia incluso acentuado al emplear el

anillo.

En tercer lugar, disefiamos un sistema de compresion neumatica de la extremidad mediante
una pistola con un aplicador en anillo multiperforado que lanza chorros de aire a presion
sobre la zona inguinal (figura 52). A pesar de las elevadas presiones utilizadas (8 bar; que
equivale 6.000 mmHg), el anillo no result6 eficaz para mantener la isquemia. Lo que se

puso en evidencia al comprobar un cierto grado de hemorragia tras la realizacion de un

corte con bisturi a nivel del extremo distal del miembro.

Figura 52. Anillo de compresion neumatica.

Ante la dificultad encontrada, ensayamos el clampaje reversible de la arteria femoral,

mediante diseccion del vaso a nivel del pliegue inguinal y colocacion de un clip de
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Yassargil. Si bien el flujo femoral quedd totalmente interrumpido con este abordaje,
pudimos observar que la isquemia de la pierna no se mantenia completa debido a la
existencia de un importante riego colateral. Esta observacion, afiadida al alejamiento del

modelo clinico (no invasivo) que la técnica implicaba, llevé a desechar este prodecimiento.

Por ultimo, se decidio afrontar la construccién de un dispositivo mecanico que asegurara

los siguientes elementos:

e Posibilidad de objetivar la fuerza aplicada para la consecucion y mantenimiento de
la isquemia.

e Estabilidad del dispositivo: tanto espacial, previniendo desplazamientos; como de
tension o fuerza aplicada, constante a lo largo del periodo de isquemia.

e Adaptabilidad a las diferencias anatdmicas entre animales (tamafio, diametro, etc)

e Reproducibilidad de la técnica

Equipo de mantenimiento de la isquemia

Se han construido y desarrollado dos unidades de dicho dispositivo mecanico, con los que
se ha logrado mantener de manera fiable, estable, y reproducible la exanguinacion
provocada mediante la aplicacion previa de un tortor de goma en la extremidad. Como se

ha descrito en Material y Métodos y puede apreciarse en la figura 53, el equipo consta de:

e Una plancha sobre la que se acuesta al animal, en decubito supino.

e Un cable o cordel formando un lazo de seno regulable, a través del cual puede
deslizarse la extremidad que va a ser sometida a isquemia.

e Un émbolo conectado a dicho cordel y a un dinamometro. Presionando dicho
émbolo, se ejerce una traccion sobre el cable, que se cierra alrededor del miembro y
comienza a ejercer presion sobre el mismo, logrando la oclusion de vasos arteriales

y el mantenimiento de la isquemia.
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Una llave de seguridad, que bloquea el recorrido del cable, una vez alcanzada la
tension (y por tanto presion) deseada, que desde ese momento se mantiene
constante a lo largo de la experiencia.

Un brazo auxiliar sujetando el cable, y un sistema de traccion al cénit similar a una
grda. Con estos dos elementos, se neutraliza la tendencia al deslizamiento distal del

cable, por la mencionada forma tronco-cénica del miembro de la rata, y éste se

mantiene estable en el lugar apetecido a lo largo del periodo de isquemia.
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Figura 53. Dispositivo mecanico de cable a tension para el mantenimiento de la isquemia. Vista inicial
(primera fotografia) y en funcionamiento (segunda fotografia).

Dado que el dinamdmetro registra la traccion a que el cable somete a la extremidad, resulta
de interés la traduccion de esta fuerza a la presion ejercida en los tejidos, ya que esto
facilita establecer una comparacién con la empleada en la practica clinica. En este sentido,

se desarrolla el siguiente razonamiento matematico (vease asimismo la figura 54):

Siendo:
e a=anchura del miembro sobre la que se ejerce la fuerza, en cm.

e D= diametro de la masa estrangulada, en cm.

Ft= fuerza de tension ejercida por el cable, en gr. Se ejerce desde dos brazos.

e Pc= presion de compresion de tejidos, en gr/cm2.

174



Tesis Doctoral Ifigo Cearra Guezuraga

17 / // /' /.’
I

Figura 54. Modelizacion matematica de la aplicacion del torniquete

Y habida cuenta que:
e 1000 mmHg = 1,333 bares
e 1bar=1,019 Kg/cm2
e 1 mmHg= 1,358 g/cm2.

Entonces tenemos que:

Pcxax D =2Ft

O bien, que:

Ft= ((1/1,358) x Pc x D) / 2 = (Pc x D) / 2,716
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Debido al rozamiento propio de la cinta contractora sobre la masa, y a la dispersion de
valores de Pc en la seccion D x a, y en toda la masa afectada por la presion ejercida por el
dispositivo, se impone deducir un coeficiente corrector adecuado recurriendo al ensayo

experimental.

Dadas la tension arterial sistémica media en la rata y las dimensiones de su extremidad
inferior, y considerando las magnitudes que se emplean habitualmente en la préctica
clinica, se considera que para conseguir una isquemia mantenida en el tiempo es necesario

ejercer una presion de entre 250 a 350 mmHg.

Tras la experimentacion relatada en el apartado de “Descripcion de la presion minima de
oclusion”, tenemos que para un animal estandar con un didmetro medio a nivel de la mitad
del fémur de unos 2cm y perimetro de 60mm, se cumple la constriccion adecuada con
Pc=300mmHg con un coeficiente corrector de 2,26. Asi, tendriamos que (300 x 2)
[2,716= 221. Y que 221 x 2 x 2,26 = 998,92. Por consiguiente para conseguir dichos
300mmHg necesitariamos una fuerza total tractora de 1000g (1 kg), con un error estimado
de + 15%.

Descripcién de la presidon minima de oclusion

Una vez que dispusimos de un equipamiento fiable para mantener la isquemia, realizamos
una serie de experiencias con animales para establecer la tension (y su consiguiente
presion) minima necesaria a aplicar para cubrir dicho objetivo. Esta experiencia buscaba
ademas comprobar la eficacia y fiabilidad del aparato empleado a los largo de los tiempos

de isquemia planificados.

Con este fin, se sometié a 20 ratas a incrementos sucesivos de tension en su extremidad
inferior derecha, a razon de 0,1 kg, comenzando desde 0,5 kg. Segun el modelo
matematico descrito, y para la rata estandar descrita, estos incrementos de 0.1 kg en la

tension aplicada corresponderian a unos 30 mmHg de presion.

176



Tesis Doctoral

Ifigo Cearra Guezuraga

Para cada valor de tension en cada animal, se realiz6 una monitorizacion clinica y a través

de Léser Doppler del flujo sanguineo en la extremidad, como se ha escrito en material y

métodos, hasta objetivar una isquemia del miembro completa y mantenida en el tiempo.

Tabla 9. Valores de tension, presion aproximada, y nimero y porcentaje de animales con isquemia.

Tensién aplicada (Kg)

Tension del cable Presidn aproximada Animales con isquemia Porcentaje de isquemia
para la tensién del cable
0,5kg 150mmHg 2 10%
0,6kg 180mmHg 13 65%
0,7kg 210mmHg 17 85%
0,8kg 240mmHg 19 95%
0,9kg 270mmHg 20 100%
1kg 300mmHg 20 100%
© 100 . : .
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Figura 55. Porcentaje de animales con isquemia mantenida, para cada valor de tension aplicada.
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Como se puede observar en la tabla 9 y la figura 55, con el porcentaje de ratas en las cuales
se consigue una isquemia completa y mantenida para cada valor de tension dado, se define

una curva en la que destacan los siguientes puntos:

-Con tensiones de 0.5 kg (150 mmHg), s6lo se consigue instaurar la isquemia en una

décima parte de los animales.

-La tension a la que se consigue la isquemia en la mitad de los animales esta entre 0.5y 0.6

kg (aproximadamente 150 y 180 mmHg).

-Para una tensién de 0.8 kg (aproximadamente 240 mmHg), se consigue la isquemia en el
95% (19) de los animales.

-A partir de una tensién de 0.9 kg (aproximadamente 270 mmHg), se consigue la isquemia
en el 100% (20) de los animales.

Tras esta serie, se estableci6 la tension de 1 kg (presion de aproximadamente 300 mmHg)
como estandar a aplicar en las futuras experiencias, al considerarlo un valor capaz de
proporcionar con seguridad una isquemia mantenida, y razonablemente cercano al
concepto de presion minima de oclusion arterial en todos los animales de las caracteristicas

de la poblacién a estudio.

Valoracion del dafio por reperfusion

Para valorar el dafio experimentado por la extremidad como consecuencia de la isquemia
se han realizado estudios anatomopatoldgicos (dafio local directamente medido) vy
bioquimicos (repercusion general de la isquemia-reperfusion y/o manifestacién sérica del

dafio local).

Para el estudio anatomopatologico el tiempo de evaluacion esta bastante definido en la
bibliografia. Sin embargo, al no haber tanta uniformidad en cuanto al tiempo de evaluacion
del dafio a nivel bioguimico, se plantea un estudio previo de la evolucién de dicho dafio

durante la reperfusion.
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Evolucion cronolégica del dafio

Para tener una idea general sobre las consecuencias de la isquemia absoluta de la
extremidad inferior se han realizado estudios tras periodos de 2 o 3 horas de isquemia,
seguidas de un maximo de seis horas de reperfusion. En estas series se han realizado
exclusivamente estudios bioquimicos, orientados a establecer los momentos Optimos de

estudio.

Asi, se han utilizado 48 animales divididos en dos grupos (serie A con 2 horas de isquemia
y serie B con 3 horas de isquemia). En cada uno de ellos se han sacrificado 6 animales en
cada momento de estudio: 10 minutos, 1 hora, 3 horas y 6 horas de reperfusion. A partir de
las muestras de sangre obtenidas en el sacrificio se han cuantificado los valores séricos de:
sodio (Na), potasio (K), Cloro (Cl), Urea, Creatinina (Cr), Fosfatasa Alcalina (FA),
Glutamato-oxalacetato transaminasa / Aspartato aminotransferasa (GOT [/ AST),
Glutamato-piruvato transaminasa / Alanina aminotransferasa (GPT / ALT), Creatin Kinasa
(CK) y Lactato Deshidrogenasa (LDH). Como valores control para estos parametros se han
utilizado los resultados obtenidos del estudio de muestras de sangre obtenidos de seis
animales de poblacion general, no sometidos a ningln procedimiento, y de idénticas

caracteristicas en cuanto a edad, peso, sexo (serie O).

Isquemia de 2 horas

Recogemos a continuacion los resultados obtenidos, agrupados por categorias en funcion
de su posible relacion con el objeto de nuestro estudio: el sindrome de isquemia-
reperfusion. Es decir, electrolitos (sodio, potasio y cloro), enzimas inespecificos (FA, GOT
y GPT), y enzimas especificos del dafio local muscular (CK y LDH).

Para cada uno de estos apartados se detallan los resultados obtenidos, su representacion

gréfica y el anélisis 0 comparacion estadistica entre grupos.
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Electrolitos (Na, K, Cl)

En relacion al sodio, se sefialan los valores y desviacion estdndar para cada tiempo de
reperfusion, tras horas de isquemia, en la tabla 10, y su representacion grafica mostrando
la evolucion en la figura 56. El estudio de estos resultados mediante ANOVA demuestra

que no hay modificaciones significativas en ningdn momento del postoperatorio respecto a
los valores control (p>0,05).

Tabla 10. Concentracién de Sodio en suero (mEq/l), tras 2 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 146,7 143,0 142,9 144,5 142,3
D.E. 0,95 4,18 3,02 3,08 2,93
200-
1 50 7 e e e EEE— — -
5
S 100-
£
50 -
0 I I I 1 1
Control 10° 60° 180° 360°

Tiempo (minutos)

Figura 56. Grafico representando la evolucion de los valores medios de sodio en suero para los animales
del grupo control y para los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 2 horas de isquemia.
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Con respecto a los valores séricos del potasio, tal y como se puede observar en los datos

recogidos en la tabla 11, tras 2 horas de isquemia se encuentran unos valores ligeramente

elevados; el anélisis mediante ANOVA concluye que esta diferencia alcanza significacion

estadistica (p=0,045). Sin embargo, el posterior estudio con el test de Newman-Keuls

concluye que el Unico valor que puede considerarse significativamente elevado respecto al

control es la kalemia a las tres horas de reperfusion (p<0,05). Estos resultados se muestran

de manera grafica en la figura 57.

Tabla 11. Concentracién de Potasio en suero (mEq/l), tras 2 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’

Media 4,00 4,68 4,69 4,84 4,57

D.E. 0,45 0,30 0,36 0,64 0,63
6=

Control

10
Tiempo (minutos)

360’

Figura 57. Evolucidn de los valores medios de potasio en suero para los animales del grupo control y para
los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 2 horas de isquemia. (*) p< 0,05 respecto al
grupo control.
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Al igual que ocurri6 con el sodio, los valores de Cloro tampoco experimentaron

modificaciones relevantes, tal y como puede observarse en la tabla 12 y figura 58. El

analisis de la varianza confirmo esta apreciacion, con p>0,05.

Tabla 12. Concentracién de Cloro en suero (mEq/l), tras 2 horas de isquemia.

Control 10 60’ 180’ 360’
Media 103,7 99,8 100,4 99,5 98,4
D.E. 1,50 4,76 3,42 2,88 4,10
150 -
100 -

mEq/L

504

Control 10’ 60’ 180" 360'
Tiempo (minutos)

Figura 58. Evolucidn de los valores medios de cloro en suero para los animales del grupo control y para
los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 2 horas de isquemia.
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Indicadores de funcion renal: Urea, Creatinina

Observando las concentraciones de Urea en suero durante la reperfusion y tras 2 horas de
isquemia, mostrados en la tabla 13, puede observarse que hay un incremento progresivo de
los mismos respecto al grupo control. Confirmando esta impresion, el analisis de la
varianza concluye que estas diferencias representan una significacion estadistica clara, con
p< 0,0001. Al aplicar a continuacion el test de Newman-Keuls, se concluye que los valores
correspondientes a todos los periodos de reperfusion son significativamente més altos que

aquellos del grupo control. Los datos se representan graficamente en la figura 59.

Tabla 13. Concentracién de Urea en suero (mg/gl), tras 2 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 28 43 50 65 64
D.E. 3,2 8,1 7,8 9,9 15,8
30- * *
T T
60 *
* —
= -
o 40-
£
20-
n | | | | 1 1 1
Control 10’ 60" 180" 360"

Tiempo (minutos)

Figura 59. Evolucidn de los valores medios de Urea en suero para los animales del grupo control y para los
correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 2 horas de isquemia.
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Cuando analizamos las cifras de Creatinina, de nuevo tras dos horas de isquemia,
apreciamos que hay un aumento de las mismas durante los periodos de reperfusion
estudiados, como se puede apreciar en la tabla 14. Sin embargo, el analisis de la varianza
concluye que las diferencias observadas no son estadisticamente significativas, con un

valor de p>0,05. Se expone de forma gréfica la evolucién de estos valores en la figura 60.

Tabla 14. Concentracién de Creatinina en suero (mg/dl), tras 2 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 0,36 0,60 0,59 0,63 0,43
D.E. 0,06 0,19 0,21 0,24 0,17

Control 10° 60’ 180° 360'
Tiempo (minutos)

Figura 60. Evolucidn de los valores medios de Creatinina en suero para los animales del grupo control y
para los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 2 horas de isquemia.
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En relacion con la Fosfatasa Alcalina (FA), como se sefiala en la tabla 15, tras 2 horas de

isquemia no hay variaciones relevantes en su concentracion sérica a lo largo de la

reperfusion. El test de ANOVA no muestra variaciones relevantes, con p>0,05. Podemos

ver la representacion gréafica de esta evolucion en la figura 61.

Tabla 15. Concentracién de FA en suero (Ul/L), tras 2 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 122 91 88 107 96
D.E. 5,00 29,02 30,95 13,10 33,44
150 -
— .
-
1001 T T
|
—_—
=
50 -
0 T

Tiempo (minutos)

Control 10° 60’ 180’ 360°

Figura 61. Evolucidn de los valores medios de Fosfatasa Alcalina en suero para los animales del grupo

control y para los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 2 horas de isquemia.
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Si analizamos ahora los valores de Glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT), y tal y
como podemos observar en la tabla 16, vemos que en los animales sometidos a dos horas
de isquemia, hay un aumento muy claro en las concentraciones séricas de GOT, con
significacion estadistica franca en el andlisis de la varianza (p<0,0001). Este aumento
puede indicar una repercusion sistémica del sindrome de isquemia-reperfusion. Al aplicar
el test de Newman—Keuls, se evidencia que el aumento de los valores es significativamente
mayor a las tres y seis horas de la reperfusion, respecto al grupo control. La representacion

gréfica de este comportamiento se presenta en la figura 62.

Tabla 16. Concentracion de GOT en suero (UI/L), tras 2 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 51 102 109 307 223
D.E. 2,64 48,69 36,44 93,35 140,80
400 - *
*
300+
=

60’ 180' 360
Tiempo (minutos)

Control 10°

Figura 62. Evolucion de los valores medios de Glutamato-oxalacetato transaminasa en suero para los
animales del grupo control y para los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 2 horas de
isquemia. (*) p<0,05 respecto al grupo control
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Por ultimo, se exponen en la tabla 17 y figura 63 la media y desviacion estandar de los

valores de Glutamato-piruvato transaminasa (GPT) en suero, tras 2 hora de isquemia a

lo largo del periodo de reperfusion estudiado. De nuevo observamos como hay un

incremento claro a lo largo de la reperfusion, con significacion estadistica segun el test

ANOVA, con un valor de p<0,0001. Este aumento también podria explicarse por la

repercusion sistémica del sindrome de reperfusion. Cuando realizamos el test de Newman-

Keuls, comprobamos cémo de nuevo los valores séricos de GPT son significativamente

distintos respecto al grupo control a las tres y seis horas de reperfusion.

Tabla 17. Concentracién de GPT en suero (Ul/L), tras 2 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 42 52 55 81 74
D.E. 1,60 2,77 8,96 12,77 23,02

100 - * *

60- .

UI/L

40_ p——

204

Tiempo (minutos)

Control 10° 60’ 180’ 360°

Figura 63. Evolucidn de los valores medios de Glutamato-piruvato transaminasa en suero para los

animales del grupo control y para los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 2 horas de

isquemia. (*) p<0,05 respecto al grupo control
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Enzimas musculares: CK, LDH.

Al llegar ya a las enzimas mas especificas del dafio local, muscular, vemos en primer lugar
en la tabla 18 como la Creatin Kinasa (CK), tras 2 horas de isquemia, exhibe un aumento
muy relevante durante todos los momentos de la reperfusion, que es de forma clara
estadisticamente significativo segun el test ANOVA, con p<0,0001. Puede sefialarse
ademas que hay un primer incremento brusco con el comienzo de la reperfusion, que se
mantiene estable a la hora, y que muestra un nuevo aumento con pico a las 3 horas de la
reperfusion.

Tabla 18. Concentracién de CK en suero (Ul/L), tras 2 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 82 3168 3428 6429 3872
D.E. 9 1314 1141 2007 1834
10000 - % %
= *
>

5000 -

Control 10° 60’ 180° 360
Tiempo (minutos)

Figura 64. Evolucidn de los valores medios de Creatin Kinasa en suero para los animales del grupo control
y para los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 2 horas de isquemia. (*) p<0,05, respecto
a grupo control, (**) p<0,05, respecto al resto de tiempos de reperfusion.
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El test de Newman-Keuls nos indica que los valores séricos son significativamente
superiores en todos los subgrupos de reperfusion respecto al grupo control, y ademéas cabe
destacar que las cifras presentes a las tres horas de la reperfusion, son también superiores al
resto de forma estadisticamente relevante. Como en otros casos, se adjunta la

representacion grafica correspondiente en la figura 64.

En lo respectivo a Lactato Deshidrogenasa (LDH), vemos un resultado bastante similar.
El andlisis de las concentraciones séricas de LDH tras 2 horas de isquemia, muestra a lo
largo del periodo de reperfusion, tal y como se expresa en la tabla 19, un incremento
ostensible y estadisticamente significativo segun el test ANOVA, con valor p< 0,0001. Al
igual que ocurria con CK, hay un aumento desde los 10 minutos de reperfusion que se
mantiene bastante estable a la hora, y un nuevo aumento con valores maximos a las 3
horas. La aplicacion del test de Newman-Keuls muestra asimismo que el aumento de los
valores séericos de LDH en todos los grupos de reperfusion es significativo respecto al
grupo control, y muestra que el pico a las 3 horas es significativamente superior a los
correspondientes al resto de periodos de reperfusién analizados. Se ofrece el gréfico
ilustrativo de esta evolucion en la figura 65.

Tabla 19. Concentracién de LDH en suero (Ul/L), tras 2 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 44 480 515 1015 609
D.E. 18 199 166 311 251
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Figura 65. Evolucidn de los valores medios de Lactato Deshidrogenasa en suero para los animales del
grupo control y para los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 2 horas de isquemia. (¥)
p<0,05, respecto a grupo control, (**) p<0,05, respecto al resto de tiempos de reperfusion.

190



Tesis Doctoral Ifigo Cearra Guezuraga

Isquemia de 3 horas
Mostramos de nuevo los resultados obtenidos agrupados por categorias, de modo similar a
lo realizado para las 2 horas de isquemia.

Electrolitos (Na, K, Cl)

Se muestran los valores de media y desviacién estandar de las concentraciones de Sodio en
los sueros obtenidos de las ratas sometidas a 3 horas de isquemia en la tabla 20. Puede
observarse que, al igual que ocurria con 2 horas de isquemia, no hay alteraciones
relevantes en la natremia, con un analisis de la varianza que arroja una p>0,05. Como

siempre, disponemos de la representacion grafica de estos valores en la figura 66.

Tabla 20. Concentracién de Sodio en suero (mEq/l), tras 3 horas de isquemia.

Control

10’

60’

180’

360’

Media

146,7

147,2

145,7

142,7

144,3

D.E.

0,95

1,92

2,29

1,75

2,80

Control 10" 60' 180 360
Tiempo (minutos)

Figura 66. Evolucidon de los valores medios de sodio en suero para los animales del grupo control y para
los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 3 horas de isquemia.
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En relacion al Potasio, cuyas concentraciones en el suero de las ratas sometidas a 3 horas
de isquemia se muestran en la tabla 21, hay que sefialar que a pesar de que se aprecia un
incremento de los valores durante la reperfusion, como ocurria tras 2 horas de isquemia, en
este caso no se detectan alteraciones relevantes en la potasemia entre los grupos de
reperfusion, con un valor p>0,05 en el test ANOVA. La gréfica ilustrativa de esta

evolucion se muestra en la figura 67.

Tabla 21. Concentracién de Potasio en suero (mEq/l), tras 3 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 3,99 4,59 4,83 4,76 4,52
D.E. 0,45 0,67 0,51 0,83 0,18

Figura 67. Evolucion de los valores medios de potasio en suero para los animales del grupo control y para

Control

10

60'

180’

Tiempo (minutos)

360"

los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 3 horas de isquemia.
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Finalmente, y en relacion al Cloro, sefialamos sus concentraciones y desviacion estandar a
lo largo de la reperfusion y tras 3 horas de isquemia, en la tabla 22. Como puede apreciarse
no hay variaciones llamativas, y de hecho el anélisis de los datos, llevado a cabo mediante
el test ANOVA, no detecta diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, con

p>0,05. Se representan graficamente los mismos en la figura 68.

Tabla 22. Concentracién de Potasio en suero (mEq/l), tras 3 horas de isquemia.

Control 10 60’ 180’ 360’
Media 103,7 102,6 102,4 99,3 101,7
D.E. 1,50 1,52 3,10 2,01 1,86
150 -
100 -
o
w
=
50-
0-
Control 10 60' 180" 360"

Tiempo (minutos)

Figura 68. Evolucion de los valores medios de cloro en suero para los animales del grupo control y para
los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 3 horas de isquemia.
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Indicadores de funcion renal: Urea, Creatinina

Tras 3 horas de isquemia, se ha observado un aumento progresivo en las concentraciones
de Urea en suero (tabla 23), que podrian sugerir un sufrimiento renal en las primeras horas
de reperfusion, mas marcado que tras 2 horas de isquemia. El analisis de la varianza

concluye que las diferencias observadas alcanzan una muy elevada significacion estadistica

(P<0,0001).

Tabla 23. Concentracién de Urea en suero (mg/dl), tras 3 horas de isquemia.

Ifigo Cearra Guezuraga

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 28 39 44 68 64
D.E. 3,2 5,4 6,0 3,6 16,3
Urea
80- * *
= _1T_
604 ke
x
= —
5 40 =
£
e e
20-
n | | | | | | | | | |
Control 10’ 60" 180" 360"

Figura 69. Evolucidn de los valores medios de Urea en suero para los animales del grupo control y para los
correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 3 horas de isquemia. (*) p< 0,05 respecto al grupo

control.
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El andlisis subsiguiente mediante el test de Newman-Keuls concluye que todas las
diferencias de todos los grupos de reperfusion son significativas respecto al control; y los
valores tras 180 y 360 minutos, son significativamente superiores respecto a los valores de

los tiempos anteriores. Los resultados se muestran de manera gréafica en la figura 69.

Un comportamiento similar se observa en la evolucion de las cifras de Creatinina, tras 3
horas de isquemia, que aparece aumentada desde los primeros momentos de la reperfusion
(tabla 24). El analisis de la varianza concluye que las diferencias observadas, a diferencia
de lo que ocurria tras 2 de isquemia, en este caso si alcanzan significacion estadistica, con
un valor de p=0,0009. La elevacién de las cifras de creatinina la hora y a las tres horas es
significativa respecto al control, segun el test de Newman-Keuls; que también concluye
que el descenso observado a las seis horas no alcanza significacion estadistica. Este patron

evolutivo se ve con claridad en la figura 70.

1.5-

mg/dL

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Tiempo (minutos)

Figura 70. Evolucidn de los valores medios de Creatinina en suero para los animales del grupo control y
para los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 3 horas de isquemia. (*) p< 0,05 respecto al
grupo control.
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Tabla 24. Concentracién de Creatinina en suero (mg/dl), tras 3 horas de isquemia.

Ifigo Cearra Guezuraga

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 0,36 0,63 0,84 0,88 0,57
D.E. 0,06 0,19 0,28 0,27 0,21

Enzimas séricas inespecificas: FA, GOT, GPT.

Se sefialan los valores medios y desviacion estandar de las concentraciones de Fosfatasa
Alcalina (FA) del grupo control y de los distintos grupos de reperfusion en la tabla 25.
Como puede apreciarse, no hay variaciones llamativas entre los grupos, y en este sentido el
test ANOVA confirma que no hay diferencias con significacion estadisticas, con una p>

0,05. Estos valores aparecen asimismo representados durante su evolucion en la figura 71.

150

T TT

1004

UI/lL

50-

Control 10° 60’ 180° 360'
Tiempo (minutos)

Figura 71. Evolucidn de los valores medios de Fosfatasa Alcalina en suero para los animales del grupo
control y para los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 3 horas de isquemia.
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Tabla 25. Concentracién de FA en suero (Ul/L), tras 3 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 122 123 114 122 127
D.E. 5,00 17,77 14,83 19,17 37,18

Al llegar al andlisis de las concentraciones de Glutamato-oxalacetato transaminasa
(GOT) tras 3 horas de isquemia, cuyos valores pueden observarse en la tabla 26,
percibimos que hay un aumento relevante lo largo de la reperfusion, especialmente en los
dos ultimos periodos estudiados a los 180 y 360 minutos. El analisis de la varianza
confirma esta percepcion, estableciendo la existencia de diferencias significativas, con un
valor de p<0,0001. El ulterior examen con el test de Newman-Keuls indica que todos los
grupos de reperfusion exhiben valores significativamente mas altos que el grupo control, y
ademéas que las cifras alcanzadas a las 3 y 6 horas de la reperfusion son asimismo
significativamente mayores que los correspondientes a periodos mas tempranos de la
misma. Estos hallazgos mostrarian de forma mas marcada la afectacion sistémica derivada
del sindrome de isquemia-reperfusion, que ya se apreciaba a continuacion de la isquemia

de 2 horas. La representacion plastica de esta evolucion se muestra en la figura 72.

Tabla 26. Concentracién de GOT en suero (Ul/L), tras 3 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 51 157 174 360 307
D.E. 2,64 70,33 69,43 88,54 93,35
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Control 10' 60’ 180" 360'
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Figura 72. Evolucidn de los valores medios de Glutamato-oxalacetato transaminasa en suero para los
animales del grupo control y para los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 3 horas de
isquemia. (*) p<0,05 respecto al grupo control

Finalmente, se indican las concentraciones medias de Glutamato-piruvato transaminasa
(GPT) tras 3 horas de isquemia y su desviacion estandar en la tabla 27. En la misma,
podemos objetivar como las concentraciones de GPT en suero se incrementan de forma
clara a lo largo del periodo de reperfusion. En esta linea, el analisis de la varianza confirma
la existencia de diferencias significativas entre grupos, con una p= 0,0008. El posterior
analisis con el test de Newman-Keuls halla que los valores correspondientes a los grupos
de 3 y 6 horas de reperfusion son significativamente mayores que aquellos
correspondientes al grupo control. Como se ve, se trata de un comportamiento muy similar
al descrito tras 2 horas de isquemia, aunque en este caso con valores mas altos. Puede

apreciarse lo descrito en la figura 73.
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Tabla 27. Concentracién de GPT en suero (Ul/L), tras 3 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 42 67 67 90 79
D.E. 1,60 18,10 21,73 13,19 26,10
150 -
100 4
M el
= I
S . I
50 -
0
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Control 10° 60’ 180’ 360'
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Figura 73. Evolucion de los valores medios de Glutamato-oxalacetato transaminasa en suero para los

animales del grupo control y para los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 3 horas de
isquemia. (*) p<0,05 respecto al grupo control

Enzimas musculares: CK, LDH.

Tras 3 horas de isquemia, se reproduce, aumentado, el patron visto a las 2 horas, respecto a
Creatin Kinasa (CK): como se aprecia en la tabla 28, hay un aumento muy relevante y
estadisticamente significativo de la concentracion en suero de CK en los grupos de
reperfusion respecto al grupo control. El andlisis de la varianza refleja la existencia de

diferencias entre grupos con una muy alta significacién estadisticas (p<0,0001). Cabe
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sefialar de nuevo como desde el principio de la reperfusion se observa un incremento de las
concentraciones de CK, que sufren un nuevo aumento hasta alcanzar su pico a las 3 horas
de la reperfusion, para de nuevo disminuir a las 6 horas. Al aplicar el test de Newman-
Keuls, obtenemos que todos los grupos de reperfusion tienen valores significativamente
mas altos respecto al grupo control; pero ademds, hay que destacar que también se
comprueba que el pico a las 3 horas representa valores significativamente mayores
respecto al resto de grupos de la reperfusion. Puede observarse lo mencionado de una

forma gréfica en la figura 74.

Tabla 28. Concentracién de CK en suero (Ul/L), tras 3 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 82 4870 4784 9459 5796
D.E. 90 1623 3019 1467 3140
10000 -
=
p—
>

5000 -

Control 10° 60’ 180° 360
Tiempo (minutos)

Figura 74. Evolucidn de los valores medios de Creatin Kinasa en suero para los animales del grupo control
y para los correspondientes a cada periodo de reperfusion, tras 3 horas de isquemia. (*) p<0,05, respecto
a grupo control, (**) p<0,05, respecto al resto de tiempos de reperfusion.
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Ifigo Cearra Guezuraga

Finalmente, y respecto a Lactato Deshidrogenasa (LDH) vemos de nuevo repetido de

nuevo el patron de aumento de en sangre durante todo el periodo de reperfusion estudiado,

y con un pico maximo a las 3 horas de reperfusion (tabla 29). Una vez mas, el test

ANOVA detecta diferencias entre los grupos con significacion clara (p<0,0001), y el test

de Newman-Keuls concluye que todos los grupos de reperfusion muestran concentraciones

de LDH significativamente mayores que el grupo control, y también que los valores

alcanzados a las 3 horas son significativamente mas altos que los correspondientes a

cualquier otro momento estudiado de la reperfusion. Como en el resto de ocasiones, se

realiza la representacion gréfica de este comportamiento, en la figura 75.

Tabla 29. Concentracién de LDH en suero (Ul/L), tras 3 horas de isquemia.

Control 10’ 60’ 180’ 360’
Media 44 770 684 1395 937
D.E. 18 376 385 262 393
2000+
1500 - *
=
= 1000-
>

500 -

Control 10’ 60’ 180" 360
Tiempo (minutos)

Figura 75. Evolucidn de los valores medios de Lactato Deshidrogenasa en suero para los animales del

grupo control y para los correspondientes a cada periodo de reperfusidn, tras 3 horas de isquemia. (*)

p<0,05, respecto a grupo control, (**) p<0,05, respecto al resto de tiempos de reperfusion.
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Cambios atribuibles a la prolongacion de la isquemia

En este apartado comparamos el perfil evolutivo del dafio durante la reperfusion en los dos
modelos de isquemia estudiados: dos horas y tres horas de isquemia, respectivamente. El
objetivo de este analisis es decidir cuales son los momentos mas relevantes de cara a poner

en evidencia el efecto que los tratamientos puedan ejercer sobre el patrén de dafio.

Electrolitos: Na, K, CI

Respecto al Sodio, como ya se ha sefialado, no hay alteraciones relevantes dentro de cada
serie de 2 y 3 horas, con respecto a los animales sanos. Si ahora comparamos la evolucion
de los valores durante la reperfusion entre las series correspondientes a 2 y 3 horas de
isquemia (figura 76), las diferencias que se aprecian (especialmente durante la primera
hora) no alcanzan significacion estadistica, en el t test multiple (p>0,05). De hecho,
conviene recordar que en todo momento los niveles de natremia registrados se encuentran

dentro de los rangos de normalidad.

160
Isquemia 2 h

1554 Isquemia 3h
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Figura 76. Evolucidn de los valores medios y desviacion estandar de sodio en suero para los animales
sometidos a 2 y 3 horas de isquemia, para los distintos tiempos de reperfusion.
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Al igual que ocurria con el Sodio, la evolucion del Potasio en suero no muestra apenas
variaciones (figura 77), y las escasas diferencias observables entre los dos grupos (tras una
hora de reperfusion) no alcanzan significacion estadistica (p>0,05).

6.0
Isquemia 2 h

5.5 = |squemia 3h

5.0
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3.5

3-0 L] L] L] 1 1

0 100 200 300 400
Tiempo (minutos)

Figura 77. Evolucidn de los valores de potasio en los animales sometidos a 2 y 3 horas de isquemia.

Finalmente, en lo que respecta al Gltimo ion analizado, vemos que no hay alteraciones
relevantes en los valores de Cloro en suero (p>0,05); ni durante la reperfusion como se ha
comentado anteriormente, ni comparando cada tiempo de reperfusion para los distintos
tiempos de isquemia de dos y tres horas (figura 78).
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Figura 78. Evolucidn de los valores de Cloro en animales sometidos a 2 y 3 horas de isquemia.
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Indicadores de funcion renal: Urea, Creatinina

Analizando la evolucion de las concentraciones de Urea en sangre, vemos cOmo tanto tras
2 como 3 horas de isquemia, hay un aumento progresivo a lo largo de la reperfusion, que
recordemos alcanza significacion estadistica en el caso de la isquemia de tres horas de
duracion. En ambos casos la curva descrita durante la reperfusién es muy similar, y orienta

como hemos mencionado a un leve dafio renal durante las primeras horas tras la isquemia.

De hecho, el estudio estadistico de estos resultados confirma que no existen diferencias

estadisticamente significativas entre las dos curvas, al aplicar el t test multiple (figura 79).
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Figura 79. Evolucidn de los valores medios y desviacion estandar de Urea en suero para los animales
sometidos a 2 y 3 horas de isquemia, para los distintos tiempos de reperfusion.

En el caso de la Creatinina, los valores durante la reperfusion estan significativamente
aumentados respecto a los animales no intervenidos durante toda la reperfusién en ambos
grupos experimentales. Pero, ademas, y a diferencia de lo que ocurre con la Urea, los
animales sometidos a tres horas de isquemia presentan valores de creatinina en suero

mayores que los encontrados en los animales sometidos Unicamente a dos horas de
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isquemia. La diferencia es méas acusada al final de la primera y tercera horas de evolucién
(figura 80), reduciéndose hasta no alcanzar significacion estadistica al final del periodo de

observacion (6 horas).
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Figura 80. Evolucidn de los valores medios y desviacion estandar de Creatinina en suero para los animales
sometidos a 2 y 3 horas de isquemia, para los distintos tiempos de reperfusion. (*) p<0,05

Enzimas inespecificas: FA, GOT, GPT.

Con respecto a la Fosfatasa Alcalina, conviene recordar que ninguno de los dos grupos
presento elevaciones significativas de su concentracion durante el periodo de estudio. En
todo caso, en el grupo sometido a dos horas de isquemia, los niveles del enzima se situaron

por debajo de los controles sanos, aunque la diferencia no alcanzo significacion estadistica.

Sin embargo, tal y como se parecia en la figura 81, la curva que representa los valores del
grupo de tres horas de isquemia se sitla en todo momento claramente separada —y por

encima— de la de los animales sometidos a dos horas de isquemia. El estudio estadistico
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mediante t test multiple mostr6é que las diferencias observadas son significativas en cada

uno de los momentos en que se midi6 la concentracién sérica del enzima (p<0,05).
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Figura 81. Evolucidn de los valores medios y desviacion estandar de Fosfatasa Alcalina en suero para los
animales sometidos a 2 y 3 horas de isquemia, para los distintos tiempos de reperfusion. (*) p<0,05

Analizando la evolucion de las concentraciones de Glutamato-oxalacetato transaminasa
(GOT) en suero, vemos como tanto tras dos como tres horas de isquemia, hay un aumento
progresivo a lo largo de seguimiento; que, como hemos dicho, alcanzaba significacion
estadistica en la segunda mitad del tiempo de reperfusion estudiado. En ambos casos la
curva descrita durante la reperfusién es muy similar, y orienta como hemos mencionado a

un leve dafio sistémico por el sindrome de isquemia-reperfusion en las primeras horas.

A pesar de los valores este enzima para el grupo de tres horas de isquemia se sitdan en todo
momento por encima de los del grupo de dos horas, las diferencias no alcanzan
significacion estadistica. Y ello a pesar de que mientras que en el grupo de dos horas se
alcanza una meseta tras tres horas de reperfusion, en el grupo de tres horas se mantiene la

pendiente creciente, como puede apreciarse en la figura 82.
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Figura 82. Evolucidn de los valores de GOT en animales sometidos a 2 y 3 horas de isquemia.

Finalmente, si observamos el evolutivo de las concentraciones de Glutamato-piruvato
transaminasa (GPT), comprobamos como de nuevo se repite el mismo patrén que con la
GOT: la curva del grupo de tres horas de isquemia se sitla en todo momento por encima de
la curva del grupo de dos horas de isquemia, pero las diferencias no alcanzan significacion
estadistica en el t test multiple (figura 83). La diferencia en este caso radica en que al final

del periodo de estudio los valores se igualan en los dos grupos.
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Figura 83. Evolucidn de los valores de GPT en animales sometidos a 2 y 3 horas de isquemia.
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Enzimas musculares: CK, LDH

Analizando el enzima mas selectivo de dafio muscular, Creatin Kinasa (CK), vemos
coémo tanto tras 2 horas como tras 3 horas de isquemia, se reproduce el mismo patron que
en las enzimas inespecificas: un primer aumento brusco de la concentracion en suero desde
los primeros momentos de la reperfusion, con un incremento posterior progresivo hasta
alcanzar un pico a las 3 horas, para despues comenzar un descenso al final del periodo
estudiado, como se aprecia en la figura 84. El pico de las 3 horas de reperfusién, ademas,
es significativamente mayor cuando comparamos los animales sometidos a 3 horas de

isquemia frente a aquellos que solo experimentaron 2 horas de isquemia (p<0,05).

Es importante remarcar como durante la evolucién de la concentracion de CK, con patron
repetido tras 2 y 3 horas de isquemia, ésta muestra su maximo aumento a las 3 horas de la
reperfusion, con valores que son, aproximadamente, el doble de los observados durante

todo el tiempo de reperfusion.
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Figura 84. Evolucidn de los valores de CK en animales sometidos a 2 y 3 horas de isquemia. (*) p<0,05.
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En el caso de la Lactato Deshdrogenasa (LDH) pasa algo similar a lo visto con la Creatin
Kinasa, aunque no sea un enzima tan especifico de tejido muscular. Se repite, tras 2 y 3
horas de isquemia, el mismo patrén de aumento notable desde los primeros momentos de
la reperfusion, con valores que casi se doblan hasta alcanzar un pico a las 3 horas de
reperfusion, en ambos casos. Ademas, se puede apreciar como los animales sometidos a
tres horas de isquemia presentan valores mas elevados que los sometidos sélo a dos horas
de isquemia (figura 85). El analisis estadistico de nuestros resultados concluye que estas
diferencias alcanzan significacion estadistica en las mediciones realizadas a las tres horas
de reperfusion. O sea, en ambos grupos experimentales existe un pico a las tres horas; y en

los animales sometidos una isquemia mas larga el pico es significativamente més elevado.

2000+
* Isquemia 2 h

1500 * -B |squemia 3h

UI/L

0 100 200 300 400
Tiempo (minutos)

Figura 85. Evolucion de los valores de LDH en animales sometidos a 2 y 3 horas de isquemia. (*) p<0,05.
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Pretratamiento con acido folinico

Una vez establecido que, en nuestro modelo experimental, se producen cambios
bioquimicos compatibles con dafio muscular y que son méas evidentes a las 3 horas de la
reperfusion, procedimos a estudiar el efecto que el pretratameinto de los animales con

acido folinico pudiera originar sobe el referido patron de dafio por isquemia-reperfusion.

Se registran, de nuevo agrupados por categorias, los valores de Na, K, Cl, Urea, Creatinina,
FA, GOT, GPT, CK y LDH. Se realiza el estudio en animales sometidos a 3 horas de
isquemia de extremidad inferior derecha, comparando animales sin tratamiento y animales
pre-tratados con Ac Fdlico, utilizando muestras de sangre obtenidas a las 3 horas de

reperfusion.

Modificaciones en bioguimica sanguinea

En primer lugar, recogemos los resultados obtenidos en los estudios de bioquimica

sanguinea, respetando el orden de exposicion seguido en los apartados precedentes.

Electrolitos: Na, K, CI
En cuanto a los iones estudiados, sélo el potasio habia presentado una ligera modificacion
como consecuencia de la isquemia, por lo que no era de esperar encontrar modificaciones

por el pretratamiento con &cido félico.

Sodio (Na)

Asi pues, al igual que los periodos de isquemia ensayados no mostraban alteraciones
relevantes de los niveles de natremia respecto a la poblacién general, el grupo de pre-
tratamiento con Ac Fdlico tampoco muestra diferencias respecto al grupo no tratado en el
test de Student (143+1,7 vs 143+1,8). Dichos valores se represantan en la figura 86.
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No tratado Falico

Figura 86. Valores medios de sodio en suero.

Potasio (K)

En lo referente a la potasemia, comparando los animales no tratados con aquellos pre-
tratados con Ac Folico, se puede observar que tras tres horas de isquemia y tres horas de
reperfusion en el grupo tratado hay un valor medio de potasio en suero menor respecto al
grupo no tratado (4,3+0,2 vs 4,7+0,83); sin embargo, esta diferencia no alcanza
significacion estadistica (p=0,11). Si bien es cierto que la cifra obtenida en la serie
pretratada esta mas proxima a la fisiolégica del grupo control representando a la poblacion

general (4,0+0,4) que a la del grupo no tratado (figura 87).

6-

mEq/L

No tratado Félico

Figura 87. Valores medios de potasio en suero.
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Cloro (Cl)

Terminando el grupo de los iones, vemos que los valores de cloro en suero tampoco
muestran variaciones relevantes entre los animales no tratados y los animales del grupo
tratado con acido folico (99+2,1 vs 99+2,7) (figura 88), de modo similar a como ocurria

con el sodio y el potasio, al aplicar lat de Student (P> 0.05).

150 -

100+

mEq/L

50-

No tratado Folico

Figura 88. Valores medios de Cloro en suero.

Indicadores de funcion renal: Urea, Cr

Urea

El pretratamiento con acido folico no ha modificado los valores de urea en suero, tras 3
horas de isquemia, medidos después de 3 horas de reperfusion: 62,2+7,6 vs 64,8+9,9 mg/dI
(figura 89).
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Figura 89. Valores medios de Urea en suero y su desviacidn estandar, para los animales del grupo no
tratado y para los animales pre-tratados con Ac Fdlico.

Creatinina (Cr)
La creatinina ha tenido un comportamiento similar, con un ligero aumento del valor medio
a las tres horas de reperfusion tras un periodo de tres horas de isquemia (0,73%0,3 vs

0,63+0,23 mg/dl), aunque sin alcanzar significacién estadistica en la t de Student.
1.0-
0.8+

0.6+

mg/dL

0.4-

0.2~

No tratado Félico

Figura 90. Valores medios de Creatinina en suero y su desviacion estandar, para los animales del grupo no
tratado y para los animales pre-tratados con Ac Fdlico.
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Enzimas inespecificas: FA, GOT, GPT.
Las enzimas estudiadas en este apartado habian presentado elevaciones relevantes como

consecuencia de la isquemia.

Fosfatasa Alcalina (FA)

Tal y como se aprecia en la figura 91, el pretratamiento de los animales con &cido félico ha
dado lugar a un descenso significativo en el test t de Student (p=0,0141) de las cifras
séricas de fosfatasa alcalina respecto a los animales no tratados (97+14,5 vs 123+19,2
UI/L) (figura 90). Esta reduccion (que supone un 20,5%) se produce a pesar de que en los
animales no tratados las cifras son completamente normales, a la vista de lo obtenido en

animales control sanos (122+5,1 UI/L).

150 -

100+

UliL

50+

No tratado Félico

Figura 91. Valores medios de Fosfatasa Alcalina en suero. (*) p<0,05.

GOT

El pretratamiento con &cido félico también ha modificado significativamente los niveles
séricos de Glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT), medidos a las tres horas de
restablecer el flujo sanguineo en la extremidad isquémica (p=0,0039). El efecto es
clinicamente relevante, ya que supone una reduccién del 34.7% (234+28 vs 360+£89 UI/L)
(figura 92). Con todo, las cifras de GOT siguen estando significativamente elevadas
comparandolas con lo registrado en animales control sanos (51,4+2,6 UI/L).
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500 -
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No tratado Folico

Figura 92. Valores medios de GOT en suero. (*) p<0,05.

GPT

Finalmente, respecto a los niveles de Glutamato-piruvato transaminasa (GPT) en suero,
vemos que los animales pre-tratados con Ac Félico mostraron una disminucién del 30.4%
respecto a los animales del grupo no tratado, que resultd ser estadisticamente significativa
(63+6,1 vs 90+13,2 UI/L; p=0,0005). Esta reduccién es clinicamente relevante, ya que
supone casi un 30%, pero no alcanz0 las cifras normales del animal sano (41,7+1,6 UI/L).

150+

100 -

UL

50-

No tratado Folico

Figura 93. Grafico representando los valores medios de GPT en suero. (*) p<0,001
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Enzimas musculares: CK, LDH.

Creatin Kinasa (CK)

Al llegar al andlisis de los enzimas indicadores de dafio muscular, podemos observar que
las concentraciones de CK en suero en los animales pre-tratados con Ac Félico mostraron
una disminucién del 31.7% respecto a los animales no tratados (6456+1662 vs 9459+1467
UI/L) (figura 94). Esta diferencia resultd ser estadisticamente significativa (p=0,0039), si

bien los valores distan mucho de haberse normalizado (82,2+9,4 UI/L).

15000 -

10000~

uUllL

5000 -

No tratado Félico

Figura 94. Valores medios de CK en suero. (*) p<0,01.

Lactato Deshidrogenasa (LDH)

Al analizar los valores de LDH vemos un comportamiento muy similar al de la CK. Se
objetiva que los animales pre-tratados con Ac Félico mostraron un descenso de los niveles
medios de LDH del 40.3% (832+204 vs 1395+262 UI/L) (figura 95), respecto a los
animales del grupo no tratado, alcanzando significacion estadistica en el t test (p=0,001).
De nuevo nos encontramos con un descenso relevante de los niveles séricos del enzima,
pero sin que se pueda hablar de una reversion completa del dafio, ya que las cifras de los

animales sanos se situaron en torno a una media de 44,8+18,8 UI/L).
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Figura 95. Valores medios de LDH en suero. (*) p<0,01.

Estudios anatomopatoldgicos

El estudio anatomopatolégico incluye pardmetros macroscépicos y microscopicos. Entre
los primeros se han estudiado el perimetro de la extremidad y el peso de los musculos

gastrocnemios, como indicadores indirectos de edema.

Perimetro de la extremidad

Al concluir las primeras 24 horas tras restablecer el flujo sanguineo de la pata isquémica,
se ha registrado el perimetro del muslo de ambas patas en cada animal. Asi, se ha podido
utilizar el perimetro de la pata izquierda (no sometida a isquemia) como control

“emparejado” de la pata sometida a isquemia y reperfusion (derecha).

A partir de este dato se ha calculado el area de seccion de la extremidad, y se ha
establecido el porcentaje de variacion respecto a la extremidad no sometida a isquemia,

que, como hemos dicho, se ha utilizado como control interno.

Se muestran en tablas los perimetros medidos y el célculo del radio y area de la seccién del
miembro, tanto para el grupo no tratado (tabla 30), como para el grupo pretratado con
acido folico (tabla 31).
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Tabla 30. Perimetro, radio y drea de la seccion del miembro, comparando izquierdo y derecho, en los
animales del grupo no tratado.

Perimetros (mm) Didmetros (mm) Area de seccién (mm2)
Animal Izq Dcha Izq Dcha Izgq Dcha Incremento
1 48 54 15,3 17,2 183 232 26,6%
2 56 62 17,8 19,7 250 306 22,6%
3 47 52 15,0 16,6 176 215 22,4%
4 49 58 16,0 18,5 191 268 40,1%
5 55 66 17,5 21,0 241 347 44,0%
6 56 65 17,8 20,7 250 336 34,7%
7 57 61 18,1 19,4 259 296 14,5%
8 50 58 15,9 18,5 199 268 34,6%
Media 52,25 59,5 16,6 18,9 217 283 29,9%

Tabla 31. Perimetro, radio y drea de la seccion del miembro, comparando izquierdo y derecho, en los
animales del grupo tratamiento.

Perimetros (mm) Didmetros (mm) Area de seccién (mm2)

Animal Izq Dcha Izq Dcha Izq Dcha Incremento

1 52 54 16,6 17,2 215 232 7,8%

2 57 61 18,1 19,4 259 296 14,5%

3 54 60 17,2 16,6 232 286 23,5%

4 56 64 17,8 18,5 250 326 30,6%

5 57 62 18,1 19,7 259 306 18,3%

6 65 66 20,7 21,0 336 347 3,1%
Media 56,83 61,17 18,1 19,5 258 299 17,4%
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Al comparar los dos grupos, vemos que entre los animales tratados hay un menor
incremento del &rea de seccion en el muslo de la extremidad sometida a isquemia, respecto
a la sana (17,37%x9,23 vs 29,9%+10,0). Véase también la figura 96. La diferencia entre

ambos grupos alcanza significacion estadistica p=0.0054.

B
(=]
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No tratado Félico

Figura 96. Incremento del drea de seccion del muslo de la de la extremidad sometida a una isquemia de 3
horas, respecto a la extremidad inferior no sometida a isquemia. (*) p<0,05.

Peso de los gastrocnemios

Una segunda valoracion macroscépica del dafio post-isquemia ha sido la evaluacién del
incremento relativo del peso de los gastrocnemios. Al igual que con el perimetro, se ha
utilizado el miembro no sometido a isquemia con control “emparejado” del miembro
lesionado. Como con el pardmetro anterior, la medicion se ha realizado transcurridas 24

horas desde la restauracion del flujo sanguineo a la extremidad isquémica.

Se indican en las tablas siguientes los valores de peso de los gastrocnemios, tras su
extraccion, y el incremento relativo del izquierdo respecto al derecho, tanto para el grupo
no tratado (tabla 32), como para el grupo pretratado con &cido félico (tabla 33).
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Tabla 32. Peso del musculo gastrocnemio en los animales del grupo no tratado.

Peso (gr)

Animal Izquierdo Derecho Incremento (%)
1 1,65 1,73 4,84
2 1,93 2,21 14,51
3 1,64 1,78 8,54
4 1,91 2,06 7,85
5 1,96 2,19 11,73
6 1,90 2,12 11,58
7 1,82 1,98 8,79
8 1,66 1,81 9,04

Media 1,81 1,98 9,46

Tabla 33. Peso del musculo gastrocnemio en los animales del grupo tratado.

Peso (gr)

Animal Izquierdo Derecho Incremento (%)

1 1,86 1,91 2,68

2 1,87 1,93 3,21

3 1,59 1,66 4,40

4 1,63 1,87 14,72

5 1,72 2,01 16,86

6 1,88 1,98 5,32
Media 1,75 1,89 7,87
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Al realizar la comparacion entre los grupos, vemos que entre los animales tratados hay un
menor incremento del peso de los gastrocnemios de la extremidad sometida a isquemia,
respecto a la sana (7,87+6,2 vs 9,46+3,3). Sin embargo, en este caso, la diferencia entre
grupos no llega a alcanzar significacion estadistica (p>0,05), debido a la importante

variabilidad de los datos. Se ilustran estos hallazgos de forma grafica en la figura 97.
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Figura 97. Incremento del peso del musculo gastrocnemio de la de la extremidad sometida a 3 h. de
isquemia respecto a la extremidad no sometida a isquemia, entre los animales no tratados y los tratados
con acido folinico.

Estudio microscopico
El estudio de las secciones histoldgicas, tefiidas con hematoxilina-eosina, nos ha permitido
valorar la cantidad de fibras musculares dafiadas o necrosadas, asi como la intensidad de la

infiltracion de neutroéfilos.

Evaluacion de la cantidad de fibras musculares daiiadas o necrosadas
Como se ha sefialado en material y métodos, las piezas histolégicas, correspondientes al
musulo gastrocnemio de la extremidad inferior sometida a isquemia, han sido analizadas
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en multiples campos de microscopia Optica a 66 aumentos, y el dafio se ha cuantificado en
funcion del nimero de fibras musculares dafiadas respecto al total de fibras de cada campo.

Vemos que tras 3 horas de isquemia y 24 horas de reperfusion, un 65,5+14,1% de las fibras
del musculo gastrocnemio presenta algin dafio entre los animales no sometidos a ningun
tratamiento, y que el pre-tratamiento con &cido folinico disminuye esta cifra hasta el
52,1+20,6%. Esta diferencia, ademas, resulta ser estadisticamente significativa, con un
valor de p< 0,001 al aplicar el test t de student (tabla 34 y figura 98).

Tabla 34. Media de fibras dafadas e indemnes en los animales no tratados y en los
tratados con acido folinico, en gastrocnemios de la extremidad inferior derecha.

Fibras dafiadas Fibras indemnes % de fibras
danadas
Sin tratamiento 28,8 15,3 65,5%
Ac folinico 18,1 19,9 52,1%
801
*

% fibras danadas
S

No tratado Félico

Figura 98. Porcentaje de fibras musculares que presentan algtin dafo, en musculo gastrocnemio, tras 3
horas de isquemia y 24 hroas de reperfusion. (*) p<0,001.
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Evaluacion de la infiltracion por neutrofilos
En este caso, se cuantifica la infiltracién por polimorfonucleares neutréfilos mediante el
contaje de los mismos en cada campo de microscopia electronica a 66 aumentos, en

musculo gastrocnemio de la extremidad inferior derecha.

Tras 3 horas de isquemia y 24 horas de reperfusion, la media de PMNs por campo asciende
a 55,2+20,4 en los animales que no recibieron ningun tratamiento, y esta cifra disminuye a
41,7+15,4 en los animales pre-tratados con acido folinico. El analisis de esta diferencia
mediante t de student muestra una significacion estadistica de la misma, con p< 0,001. Si
trasladamos estos valores a densidad por mm?, tendriamos unos valores de 4,52 x 10*
células/mm? en los animales no tratados, y 3,42 x 10* células/mm? en los animales tratados

con &cido folinico.

Estos datos de muestran en la figura 99.
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Figura 99. PMNs por campo a 66 aumentos, en musculo gastrocnemio, tras 3 horas de isquemia y 24
horas de reperfusion. (*) p<0,001.

223



Tesis Doctoral Ifigo Cearra Guezuraga

224



Tesis Doctoral Ifigo Cearra Guezuraga

Discusion
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Comentarios sobre la idoneidad del modelo experimental

En este apartado hacemos un repaso de las razones que nos han llevado a definir el modelo
experimental utilizado en la tesis, con atencién también a lo publicado en otros trabajos

similares.

Idoneidad de emplear un modelo animal

Hemos ido sefialando cémo el dafio por el sindrome de isquemia-reperfusion de
extremidades en isquemias como las realizadas habitualmente en Cirugia Ortopédica y
Traumatologia esta cobrando un interés creciente. Ello es debido a la percepcion de que

existen diferencias entre pacientes sometidos a una cirugia dada, al emplear 0 no un
manguito neumético?’l' 33,77, 79, 81, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214

Por este motivo, se han propuesto diversos tratamientos experimentales, que han sido
ensayados en modelos animale5235* 236, 237, 242, 245, 246, 265, 270, 273, 274, 277, 279, 280, 281, 283, 285, 286, 278,

287, 288, 310, 314, 315, 316y 3 pesar de que en la bibliografia se han propuesto diferentes
modelos experimentales59' 65, 67, 69, 75, 70, 75, 235, 246, 315, 350, 351, 352, 353, 354, 356, 361, 357 lo cierto es
que no hay un modelo estandar, ni hay uniformidad en cuanto a variables fundamentales
como son el método de induccién y mantenimiento de la isquemia, las variables a
considerar o el momento en que deben ser estudiadas, entre otras. Esto dificulta

enormemente valorar la validez y eficacia de dichos tratamientos.

Es probable que las anteriores sean algunas de las razones para explicar la relativamente
escasa riqueza de tratamientos experimentales ensayados en la préctica clinica48: 249 250,
257, 259, 260, 268, 297, 298, 299, 301, 302, 303, 311, 360, 362. En casi todos los casos, se ha tratado de
comparar el efecto de los distintos farmacos que pueden ser empleados durante la
induccion y mantenimiento de una anestesia 0, como mucho, el efecto de sustancias sin
toxicidad o con minima toxicidad descrita, como el acido ascorbico o la N-acetail-cisteina.

Ademas, en estos casos la evaluacion de los tratamientos se ha llevado a cabo casi siempre
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en el postoperatorio inmediato, recurriendo a variables también medibles de forma

inmediata tras el fin de la isquemia.

Lo anterior nos lleva a concluir que, probablemente, lo més logico seria desarrollar con
claridad un modelo experimental bien definido, sobre el que puedan ensayarse eventuales
tratamientos experimentales. Tenemos el inconveniente de que si deseamos estudiar sélo el
efecto de la isquemia, no podemos aprovechar la experiencia obtenida de los pacientes que
se somenten a la isquemia para una cirugia, porque esta Gltima dificultaria enormemente
que pudiésemos asegurar qué parte del dafio total corresponde s6lo a la primera. Y desde
luego, no es planteable someter a multitud de individuos a un procedimiento cruento, como
es la isquemia, solo para caracterizarla. Ademas, la caracterizacion completa del dafio con
datos bioguimicos y anatomopatoldgicos hace necesario llevar a cabo examenes invasivos,
cuando no directamente mutilantes. Por todo ello, la prudencia y el sentido comun hacen
que nos dirijamos hacia un modelo animal, donde podamos disefiar a voluntad la duracion
de la isquemia, o los estudios que llevemos a cabo para cuantificar el dafio que se derive de
la misma, y sobre el que en un momento dado podamos plantearnos tratamientos

experimentales.

Idoneidad de la rata como modelo experimental

De entre todos los animales empleados en experimentacion, hemos optado en este trabajo

por la rata. Las razones para ello han sido varias, y las vamos a exponer a continuacion.

La primera y mas importante razon es la similitud entre la rata y el ser humano. Como
hemos descrito anteriormente, la anatomia de la musculatura de la extremidad inferior de la
rata es perfectamente equiparable a la del hombre, con los mismos grupos musculares°.
La tolerancia del tejido muscular ante la isquemia es también equivalente, teniendo en
cuenta lo descrito en multimples estudios clinicos y experimentales; y las alteraciones
bioquimicas y anatomopatoldgicas son igualmente similares, siempre teniendo en cuenta lo

descrito en estudios clinicos en el ser humano y estudios experimentales en la rata®® 57 %
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59, 63,64, 65,66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 'Otro parametro relevante para esta tesis, como es la tension

arterial, esta también en un rango equivalente al del ser humano3'":378,

En la eleccion de la rata como animal de experimentacion también han sido determinantes
las facilidades logisticas que ofrece. Su rapido ritmo de reproduccion y crecimiento hacen
que tengan una amplia disponibilidad, y su pequefio tamafio facilita su transporte y

manipulacion y disminuye la cantidad de los farmacos necesarios para su anestesia.

Finalmente, la rata representa el animal mas ampliamente utilizado a nivel experimental,
en términos generales. En el caso concreto de la isquemia-reperfusion de extremidades, el
repaso de la bibliografia nos muestra de igual manera a la rata como animal de
experimentaci()n preferid021' 27, 58, 67, 68, 265, 270, 271, 272, 273, 277, 278, 280, 281, 283, 285, 286, 287, 288, 314,
352, 354, 3%5, 3%, 357 Finalmente, la experiencia personal y del Laboratorio de Cirugia
Experiental de la UPV-EHU en la que se ha desarrollado el trabajo, es mucho mayor con la
rata que con cualquier otro animal. De hecho, como se ha sefialado antes, las experiencias
previas de tratamiento experimental con acido fdlico en isquemia-reperfusion en territorio

mesentérico fueron llevadas a cabo en la rata336: 337,338

Quizéas uno de los mayores inconvenientes de la rata para esta tesis es, paraddjicamente, su
pequefio tamafio. Aungue hemos destacado como el reducido volumen y peso facilitan su
manejo en general, este mismo volumen reducido hace que no puedan ser empleados en las
extremidades el dispostivo habitualmente utilizado en el ser humano para el mantenimiento
de la isquemia, el manguito neumatico. La eleccion de la rata conlleva, pues, la necesidad

de adecuar el sistema de implantacion y mantenimiento de la isquemia a sus dimensiones.

Idoneidad de emplear la extremidad inferior

Una vez elegida la rata como modelo animal, restaba decidir en cual de las extremidades se
llevaria a cabo la experiencia de isquemia reperfusion. En este caso, la bibliografia es muy

orientativa, pues todos los trabajos en los que se lleva a cabo una isquemia en la rata
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emplean la extremidad inferi0r21’ 27, 58, 67, 68, 265, 270, 271, 272, 273, 277, 278, 280, 281, 283, 285, 286, 287, 288,

314, 352, 354, 355, 356, 357

La razdn principal que puede argumentase en favor del uso de extremidades inferiores
probablemente radica en su mayor tamafio y musculacion respecto a las extremidades
superiores. El mayor tamafio, por una parte, facilita la aplicacion de dispositivos de
isquemia y la diseccion y la toma de muestras de anatomia patoldgica. Y la mayor
musculacion resulta interesante desde el momento en que deseamos evaluar el dafio en el
tejido mas sensible a la isquemia y cuya lesidn tiene mayores implicaciones patologicas, el

muscular.

Idoneidad del dispositivo de induccion y mantenimiento de la isquemia

Hemos visto al principio de este trabajo como a lo largo de la historia se han ido depurando
los sistemas para instaurar la isquemia, hasta el desarrollo del maguito neumatico, que

constituye el gold standand en la practica clinical 2345 6.9.12,:20.21

Sin embargo, el manguito neumético parece solo planteable en animales de un cierto
tamafio, en los que pueda plantearse la adecuacion de modelos pediatricos. Asi, hemos
revisado trabajos en los que se aplicaba un manguito de presién a monos, perros, gatos o
conejos®’ 59 66.70. 71, 72,73, 75,350 En |g introduccion hemos hecho mencién a algunos trabajos
en los que se indica el uso de manguitos en la rata®” 2" 32, Llama la atencién como casi
todos los estudios que emplean el manguito en la rata son relativamente antiguos, de
finales de los afios 80, y como la mayoria de trabajos actuales se decantan por sistemas de

anillos o tubos elasticos316: 354 355,356

Con todo, nuestra primera intencion fue implementar un sistema de manguito de isquemia
para la rata, basandonos en el gold standand clinico. No obstante, hemos mencionado
también cOmo nuestros intentos por encontrar un manguito de isquemia adaptable a la rata

a partir de modelos pediatricos estrechos fracasaron, pues incluso los modelos mas
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pequefios resultaban excesivamente voluminosos. Tampoco nos resultdé posible construir

para la experiencia un manguito suficientemente estrecho, a partir de camaras de aire.

Si tomamos la referencia, a la que hemos hecho mencion, de que el manguito de isquemia
debiera tener una anchura igual o levemente superior al radio de la seccién de la
extremidad sobre la que se aplica®® *, tenemos que para un hombre adulto, con un
perimetro en el muslo de 56 cm, el radio seria de 9 cm, y el manguito habria de ser de esa
anchura o levemente superior. Trasladando esto a la rata, comprobamos coOmo en nuestra
experiencia la escala respecto al ser humano ha resultado ser pracicamente de 1:10, con
una media de perimetro en las patas no sometidas a isquemia de 56,83 mm. Este perimetro
nos da de nuevo un radio cercano a los 9 mm, que seria la anchura a partir de la cual
disefiar el manguito. Incluso, puede decirse que este célculo esta realizado al alza, ya que el
perimetro de los animales se mide en el periodo de reperfusion tras una isquemia, y ya
hemos sefialado cémo esto da lugar a una hiperemia y aumento del edema no sélo en la

pata sometida a la isquemia, sino también en menor medida en la contralateral.

Algunos de los investigadores que han empleado el manguito de isquemia en ratas hablan
de una anchura de 15 mm®’, que seria un 67% superior a ese radio calculado al alza.
Aunque no disponemos de fotos en los que veamos el dispositivo, si disponemos de un
dibujo (figura 23), en el que quizas cabria decir que el manguito resulta, en linea con lo

mencionado, excesivamente ancho para la extremidad de la rata.

Por ello, nos planteamos otra serie de sistemas para conseguir una isquemia, de entrada

siempre partiendo de la experiencia clinica.

La aplicacion de una goma eldstica tipo tortor a modo de banda de Esmarch es un sistema
rapido, sencillo y barato de llevar a cabo la isquemia. Sin embargo, presenta un gran
inconveniente, que es el no control de la presion que se ejerce. Hemos visto como en la
practica clinica el uso de la banda de Esmarch, que llegé a ser el estandar durante décadas,
se ha asociado a un mayor riesgo de complicaciones?!® 21 218 'y c6mo su uso se ha ido
restringiendo de manera que en la actualidad es practicamente residuall 21:27: 28 114 'Ep g]

caso concreto de la rata, ademas, se afiade el hecho de que la forma troncocénica de la pata
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y la existencia del pelaje lleva a la movilizacion del tortor y pérdida de la isquemia con
gran facilidad. Por estas razones, se ha desechado este sistema para la realizacion de la

tesis.

El sistema de un anillo de compresion, por el contrario, esta hasta cierto punto en alza en la
practica clinica. Los dispositivos con un anillo de silicona asociado a una venda tubular se
han empleado en extremidad inferior y sobre todo extremidad superior, con buenos
resultados segun algunas series cortas®® 4748, Las principales razones que pueden explicar
esta popularidad serian quizas la comodidad y rapidez del sistema, sobre todo para cirugias
rapidas en extremidades superiores. También hay que reconocer que la posibilidad de
instaurar la isquemia a nivel mas proximal de lo que permiten los manguitos neumaticos
puede ser de una utilidad indiscutible en algunos casos concretos*’. Como no disponemos
de series largas de casos, no tenemos evidencia para asegurar que el manguito neumatico
es mas seguro y menos dafino que estos sistemas de anillo, pero el conocimiento que
tenemos de la fisiopatologia del dafio por el uso de dispositivos de isquemia invita a pensar
en ese sentido, por dos razones principales. En primer lugar, hemos visto como la
experiencia experimental orienta a que los manguitos estrechos serian mas dafiinos para los
tejidos subyacentes'? °1: 52, Y en segundo lugar y mas importante, tenemos evidencia clara
de que las sobrepresiones resultan claramente nocivas sin aportar ninguna ventaja?%: 7 7. 58
%, De hecho, las mejoras llevadas a cabo en el disefio y aplicacion de manguitos estan
orientadas a minimizar la presion hasta acercarnos al punto de Presion Minima de
Oclusion®L: 256, 60,6162 'y con Jos anillos de isquemia, aunque tengamos guias orientativas
para escoger entre distintos tamafios en funcion de la tension arterial o el perimetro de la
extremidad*”*8, no hay posibilidad de saber con seguridad qué presion estamos ejerciendo,
ni mucho menos nos permite variar la misma durante la cirugia, ante eventuales cambios
de la tension arterial. De ahi que al igual que producen sobrepresiones, en otros momentos
estos dispositivos pueden resultar insuficientes y ser incompetentes para mantener la
isquemia, como se ha comunicado que ha ocurrido en varias ocasiones en la practica
clinica®. Por estas razones, es dificil no percibir el uso de los sistemas de anillo-venda
tubular como un cierto retroceso a sistemas mas primitivos del tipo de la banda de

Esmarch.
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En experimentacion animal, el sistema de anillos, tubos o gomas elésticos parece el méas
popular y mas frecuentemente utilizado en los Gltimos tiempos, al menos en modelos
murinos3!6: 354 355, 3% Eg probable que esto se deba a que son sistemas rapidos, baratos, y
que emplean en muchos casos materiales facilmente disponibles en un medio asistencial,
como las gomas de los brackets dentales, las ligaduras de hemorroides, o el aplicador de
estas Ultimas®“. En nuestra experiencia, el uso de anillos elasticos como los empleados en
juntas tdricas en griferia ofrecen el mismo servicio, o quizas incluso mejor, en el sentido de
que se trata de gomas mas gruesas, que distribuirian la presion sobre mas superficie de
tejido, y se aproximarian algo mas a la anchura deseada equivalente al radio de la seccion
de la extremidad. Sin embargo, ya hemos comentado que percibimos dos problemas muy
relevantes con este sistema. El primero, que de nuevo representa un sistema en el que no
somos capaces de saber ni controlar la presion que estamos realizando, con un riesgo muy
alto de someter al miembro a sobrepresiones innecesarias. Y el segundo, que la morfologia
troncocdnica de la extremidad inferior de la rata y probablemente también el pelaje hacen
que este tipo de dispositivo sea poco estable, y tienda a deslizarse en sentido distal,
perdiéndose la estandarizacion del procedimiento en los distintos animales, e incluso
perdiéndose la isquemia en muchas ocasiones. Estas razones nos llevaron a desechar este
sistema pese a que, como hemos dicho, es uno de los mas populares en la actualidad en el

estudio del dafio por isquemia-reperfusion en la extremdiad inferior de modelos murinos.

También hemos visto ampliamente descritos en la literatura métodos invasivos, en los que
se practica una diseccidon del animal y se bloguea el flujo de una arteria con un clamp
vascular?®s: 270. 271, 273,214, 279, 281, 283, 285, 286 parg yna isquemia absoluta de la extremidad, se
ha propuesto una ligadura de aorta infrarrenal o iliaca primitiva?’?, dado que el clampaje de
la arteria femoral comun no es suficiente para bloquear todo el riego de la extremidad
inferoir. En otros casos, sobre todo en experimentacién mas dirigida a colgajos en Cirugia
Pléstica, se ha llevado a cabo el clampaje del pediculo vascular de un musculo 285 273 274
219, 281, 283, 285, 286 £ | desarrollo de esta tesis hemos hecho la prueba de colocar un clip
vascular en la arteria femoral comdn comprobando como efectivamente la circulacion
contralateral, objetivada clinicamente y mediante laser doppler, impide disponer de un

escenario de isquemia completa como la que se consigue en la practica clinica con el
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manguito de presion. En cualquiera de los casos, el caracter agresivo de este sistema lo
aleja, a mi entender, del modelo clinico que se pretende emular, de forma que fue

descartado para la realizacion del trabajo.

En un intento de conseguir un sistema valido y siguiendo las sugerencias de un ingeniero,
se llevo a cabo el desarrollo de la pistola con aplicador circular para expulsar aire a altas
presiones sobre la raiz del miembro del animal. Ademas de que el sistema resultd no ser
efectivo, no cabe duda de que requeria un voluminoso aparataje, y sobre todo, que suponia
utilizar un sistema que nunca ha sido empleado en la practica clinica ni experimental, hasta
donde ha llegado mi busqueda. De manera que fue una linea de trabajo rapidamente

desechada.

En realidad, para el desarrollo del sistema empleado en esta tesis, que hemos denominado
sistema de cable a tension, nuestra inspiracién ha sido el dispositivo de Torniquete de
Tension Controlada (TTC) propuesto por Bonheur y cols en 2004%%7. En ese trabajo, estos
autores se encuentran con las dificultades que hemos ido ennumerando para disponer de un
sistema de induccion de isquemia en un modelo murino —en su caso el raton-, que fuera no
invasivo, eficaz, controlable en el sentido de no realizar sobrepresiones y con una presion
(tension) estable, y finalmente reproducible con las mismas propiedades en distintos
animales. Aunque no disponemos de una fotografia del TTC, los autores lo describen como
un dispositivo consistente en una goma elastica, conectada a un hilo de seda que conectaria
la goma con un cabestrante que va ejerciendo tension con una manivela, tension que
quedaria registrada en un sistema digital. Por otra parte, los autores refieren que en el raton

es suficiente una tension de 0,2kg.

En nuestro caso, intentamos desarrollar un sistema similar al TTC pero introduciendo lo
gue entendimos como mejoras. Por una parte, hicimos una busqueda de distintos materiales
y grosores para dar con las mejores caracteristicas para el cable que transmitiria la tension
y la convertiria en presion sobre la pata. Finalmente, las propiedades del cable empleado,
con minima extensibilidad en sentido longitudinal pero cierto aplanamiento al comprimirse
sobre la extremidad, nos parecieron ideales para transmitir adecuadamente la fuerza de

tension ejercida por el émbolo y la distribucion homogénea sobre la masa estangulada,
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respectivamente. Hemos hecho mencién a que el perimetro de los animales empleados
estaria cerca de los 60 mm, y que por tanto el radio y la anchura ideal del dispositivo de
isquemia rondaria los 9 mm. En el caso del cable a tension, tras su aplanamiento una vez
aplicado, hemos visto que ejerce una presion efectiva sobre una superficie cercana a los
10mm, lo que nos parece una anchura muy conveniente. Otras mejoras muy interesantes,
desde nuestro punto de vista, se refieren a la estabilizacion del cable en el mismo punto de
la extremidad durante todo el periodo de isquemia, y en todos los animales. La mesa
basculante, el aplicador del cable, la traccion al cénit y la palanca de estabilizacion del

cable colaboran a que la experiencia se reproduzca siempre de la misma manera.

Podria llamar la atencion la mayor tensién que hemos requerido en nuestro modelo, de 1
kg, respecto a los 0,2 kg de los que hablan los desarrolladores del TTC®*'. Creo que hay
varias razones que lo explican. La principal, probablemente, radica en la diferencia de
tamanfos entre la rata y el raton, que se traduce en una necesidad de tension muy menor
para conseguir la misma presion efectiva, en el caso del raton. Si aplicamos el
razonamiento matematico antes presentado para convertir tension en presion, y si
asumiesemos que el raton tuviese un diametro de muslo de la mitad que la rata —esto es, de

1cm- y deseasemos alcanzar 300mmHg, tenemos que:

Ft= ((1/1,358) x Pc x D) / 2 = (Pc x D) / 2,716

Ft=300x 1/2,716= 110,45

Con aplicacidn del coeficiente corrector antes aplicado, de 2,26, resulta que:

Ft real= 110,45 x 2,26= 250¢g 6 0.25kg

Resultado que parece bastante congruente con lo expuesto en el articulo de Bonheur.

Ademas, podrian influir en la diferencia de tensiones entre los modelos la dispersion de la
fuerza tractora por la deformacion de la goma empleada en aquel trabajo, un diferente
grosor del cable extrangulador (probablemente menor en proporcion), o un diferente lugar
de aplicacion en la extremidad, entre multitud de otros factores. Con todo, consideramos

que ambos sistemas son bastante equivalentes, y representan el mejor sustitutivo del
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manguito de isquemia en animales pequefios, en tanto que sistema no invasivo, fiable,
reproducible, y capaz de ofrecer un control muy fiable de la tension —y por tanto, presioén—

que esta ejerciendo.

Idoneidad de los parametros de valoracion del dafio

Realizaremos ahora un breve repaso de las variables medidas en esta tesis, y la relacion
con otros estudios publicados, explicando en cada caso por qué se toman unas y se

desechan otras, asi como el esquema temporal y la metodologia empleada en su medicién.

Evaluacion de la microvascularizacion

En la literatura hemos visto varios estudios donde se evalGa la microvascularizacion como
parametro de dafio por isquemia-reperfusion®®* 37 'y para evaluar tratamientos
experimentales®®. En dichos trabajos, se emplean aparatos de Gltima generacion, que no
precisan sondas, y que dan una imagen doppler con cuantificacion de flujo en el conjunto
de una o ambas extremidades inferiores (laser Doppler imager de Moor Instruments,
Wilmington, DE) (figuras 24 y 26).

Esta exploracidn, ain siendo potencialmente de interés, esta sin embargo condicionada por
el dispositivo con el que la medicion se lleva a cabo. Para la realizacion de esta tesis hemos
empleado un aparato clasico, con registro a través de sonda. Adema4s, este aparato muestra
tendencia a alteraciones en la medicion con minimos defectos en la técnica, aumentando
mucho la posibilidad de medidas erréneas si la manipulacién no es perfecta e igual en

todos los animales.

Teniendo en cuenta esta limitacion, no nos ha parecido indicado introducir la medicion con
laser doppler en un sentido cuantitativo, sino que hemos limitado el uso del mismo a un
aspecto cualitativo de monitorizar que las isquemias que realizabamos fuesen completas,
sin ninguna actividad doppler. Y hemos descartado el uso del dispositivo durante el

periodo de reperfusion, centrandonos en otros marcadores a la hora de evaluar el dafio.
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Indicadores inmediatos de dario celular

Englobamos en este grupo al conjunto heterogéneo de sustancias que denotan un estrés
oxidativo y/o sufrimiento celular, y que se caracterizan por ser medidas en el periodo de
reperfusion inmediata. Hemos sefialado que los méas habitualmente medidos son la
albumina modificada por la isquemia (IMA), los isoprostanos-iosfuranos y el

malondialdehido (M DA) 250, 297, 298, 299, 301, 302, 304_

En general, las anteriores pueden tener un papel complementario en la cuantificacion del
dafio por isquemia-reperfusion, pero al remontarse al inicio inmediato del proceso, nada
mas comenzar la reperfusion, implican probablemente una mayor dificultad para traducir

sus alteraciones en cambios patoldgicos tangibles.

Resulta significativo que estos pardmetros se han evaluado ampliamente en estudios
clinicos, en los que se pretendia evaluar el papel de distintos farmacos —sobre todo
anestésicos—, en el contexto de cirugias programadas de extremidades, y que no estan tan
difundidas entre las variables habitualmente consideradas en los modelos animales
experimentales de isquemia-reperfusion de miembros inferiores. Estos trabajos clinicos,
ademas, estan casi siempre publicados en revistas del ambito de la Anestesiologia y/o

realizados por AneSteSié|0905248’ 249, 250, 257, 297, 298, 299, 300, 302, 304

Por ello, parece razonable pensar que el hecho de que se haya evaluado el dafio utilizando
variables tan inmediatas puede estar favorecido por que hayan sido Anestesidlogos quienes
han realizado la mayoria de estos ensayos experimentales. Tal circunstancia se explicaria
porque el paciente esta bajo supervision directa del Anestesiologo sélo en las primeras
horas del postoperatorio, pasando posteriormente a planta de hospitalizacion, a cargo de
otro servicio, habitualmente el de Cirugia Ortopédica y Traumatologia. Ello dificultaria a
los autores del trabajo estudiar variables méas tangibles del dafio, como el aumento de
enzimas musculares, cambios anatomopatol6gicos, y menos aln variables funcionales

como el edema, balance articular, o dolor residual.

Asi que teniendo en cuenta que las sefialadas son variables cuya medicion es bastante

costosa, que su alteracion tiene una mas dificil traduccion clinica, y que su uso preferente
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en estudios clinicos puede estar muy favorecida por criterios logisticos, no han sido
incluidas para la realizacion de esta tesis.

Enzimas musculares
Hemos considerado Creatin Kinasa y Lactato Deshidrogenasa como las enzimas mas
especificas del tejido muscular.

La CK constituye, en la practica clinica, el principal marcador de sufrimiento muscular y,
de hecho, el diagnostico de rabdomiolisis se lleva a cabo basicamente en funcion de sus
valores en sangre®* % 141371 gy yso se extiende a cualquier condicion en la que haya un
dafio sobre tejido muscular: contusiones, sindrome de aplastamiento, isquemia aguda,
miopatias congénitas o adquiridas, miolisis como efecto adverso de determinados
hipolipemiantes etc. La LDH se considera asimismo un indicador de rabdomiolisis, aunque

menos especifico*,

En experimentacion, la CK se incluye como una de las variables mas importantes entre las
herramientas de valoracion del dafio muscular en los estudios clasicos de los afios 70 y 80
de caracterizacion y cuantificacion del dafio derivado de la isquemia-reperfusion en

periodos similares a los empleados en la practica clinica® .

Posteriormente, llama la atencién que al pasar de dicha caracterizacion del dafio a
comenzar a plantear tratamientos experimentales, empiezan a emplearse otros indicadores,
como la microvascularizacion o los que hemos denominado marcadores inmediatos de
dafio celular, y que hemos analizado un poco mas arriba. Y al volver de nuevo a la clinica,
en general no se retoma la medicion de CK (y LDH) como indicador del dafio muscular.
So6lo hay un articulo que lo hace, midiendo el efecto de la dexmedetomidina tras cirugias
bajo isquemia de la extremidad superior, pero con unos resultados que no son muy
valorables en tanto que s6lo mide CK y LDH hasta los 15 minutos de reperfusion®®,
cuando resulta que, como hemos repasado antes, en el ser humano el pico de dichas

enzimas se alcanza a partir de las 24 horas.

En dos trabajos experimentales recientes, sin embargo, se proponen sendos modelos

experimentales, que han servido de inspiracion para disefiar esta tesis, en los que se lleva a
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cabo una cuantificacién bioquimica del dafio por isquemia-reperfusion en extremidades
inferiores en rata y raton®> 36!, En estos estudios, CK y LDH son las principales enzimas

355

analizadas como indicadores de la rabdomiolisis. En uno de ellos®®®, ademas, se establece

el patrén temporal de aumento de dichas enzimas, lo que analizaremos enseguida.

Mioglobina

Ya hemos hecho referencia a la importancia de la Mioglobina (Mb) en la patogénesis del
dafio renal tras una rabdomiolisis. Cuando esta rabdomiolisis es una cierta consideracion,
como ocurre en un crush syndrome, la determinacion de la Mb llega a tener valor
prondstico en lo que se refiere a deterioro de la funcion renal y sus ulteriores

consecuencias® 98141, 371

En investigacion, la Mb es analizada en el estudio ya varias veces mencionado®®, que
modeliza en el raton el dafio por rabdomiolisis masiva en el contexto precisamente de un

crush syndrome.

Aunque por tanto la Mb tiene mas interés de cara a las consecuencias de la miolisis sobre
el rifidn y que, si nos cefiimos estrictamente a la valoracion del dafio muscular, la CK tiene

un mayor valor, no deja de ser un parametro de innegable interés.

Sin embargo, la determinacion de la Mioglobina de la rata presenta importantes escollos.
El primero consiste en que, a diferencia de lo que ocurre con las enzimas, su concentracion
no puede ser determinada por espectrofotometria, sino que ha de recurrirse a técnicas de
inmunoensayo, con utilizacion de anticuerpos. El segundo problema, entonces, aparece por
las pequefas diferencias que prensenta la Mb de la rata respecto a la Mb humana, y que
condicionan que el Kit ELISA de determininacion de Mb empleado en la practica clinica,

no sea valido en la rata.

Este problema técnico ha condicionado gque no incluyamos la Mb entre las variables a
determinar. Sin embargo, creemos que su exclusion no supone un defecto relevante en el
estudio, ya que su inclusion apenas afiadiria nada a la informacion sobre el dafio muscular
que ya proporcionan CK y LDH. Por otra parte, al presentarse el pico maximo de la Mb en

un momento anterior al de la CK y LDH, hubiera obligado a multiplicar las
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determinaciones (y nimero de animales) en mas puntos de la reperfusion. Y por altimo, su
interés principal, alertar sobre el riesgo de que se produzca afectacion renal, no parece ser
tan interesante en este trabajo, puesto que los animales se exponen a tiempos de isquemia
en los que en teoria la repercusion sistémica es minima. De hecho, los marcadores de
sufrimiento renal Urea y Creatinina no aumentaron en ningun momento de forma

clinicamente relevante, tal y como se detalla en el apartado de resultados.

Otros parametros analiticos
Agrupamos aqui el resto de parametros analizados en los exdmenes analiticos: iones,

enzimas ubicuas y marcadores de la funcion renal.

En cuanto a los iones, se registran sodio, potasio y cloro. No esperdbamos encontrar
alteraciones muy llamativas, dado el tiempo aplicado de isquemia, pero si contemplabamos
descubrir una leve hiperpotasemia, como se aprecia en otros estudios similares en la rata®>>
%1 En cualquiera de los casos, el estudio de estos iones se lleva a cabo de forma

sistematica en cualquier analitica, y nos parecia oportuno incluiros en nuestro trabajo.

No hemos introducido, por el contrario, los indicadores de equilibrio &cido base, como
niveles de Lactato, pH, 0 anién GAP. Aunque su estudio parece muy razonable en modelos
de isquemia muy prolongada y/o con grandes compresiones®®, para isquemias de duracion
y a presion similares a las empleadas en la cirugia de extremidades es la propia experiencia
clinica la que nos sugiere que no hay alteraciones relevantes en el equilibrio &cido-base, y
que las pequefias variaciones que pueden encontrarse son autolimitadas y no tienen
ninguna trascendencia patologica®? 226 227. 228,229 | os estudios experimentales reproducen
dicha normalizacion rapida espontanea, también incluso tras 3 horas®®™ y 4 horas de

isquemia®®.

Bajo el nombre de enzimas ubicuas agrupamos todas las enzimas no especificas del tejido
muscular. Entre ellas, hemos decidido incluir en el estudio las transaminasas GOT y GPT,
presentes en las baterias habitualmente utilizadas en la préactica clinica. Mientras la GOT
puede llamarse con mas propiedad ubicua, la GPT es bastante especifica del tejido

hepatico. Ambas enzimas son contempladas en un modelo experimental de isquemia de 3

240



Tesis Doctoral Ifigo Cearra Guezuraga

horas de miembro inferior en la rata®!. Ademas, hemos decidido incluir la fosfatasa
alcalina (FA), que siendo ubicua, es particularmente alta en tejido 6seo. A pesar de que no
hemos visto estudios de isquemia-reperfusion de extremidades en que se mida la FA, si
tenemos experiencia previa en isquemias viscerales*®®, En este caso, nos planteamos que el
mismo insulto que sufre el masculo lo sufiriria el hueso en la exgtremidad sometida a
isquemia, aunque tenga una tolerancia mucho mayor a la misma®. Y desde ese punto de

vista, la FA podria ser un indicador de dicho dafio.

Por otra parte, hemos medido los marcadores de funcion renal Urea y Creatinina (Cr).
Aunque, como hemos dicho, para los tiempos de isquemia empleados no era de esperar un
dafio renal relevante, se trata de dos pardmetros también presentes en cualquier bateria
analitica habitual, y nos ha parecido oportuno incluirlos para completar la descripcion
bioguimica del dafio. Por otra parte, y aunque no hay toxicidad descrita para el acido folico
(ni folinico), podriamos detectar cualquier minimo sufrimiento renal adicional por el uso
del tratamiento experimental. Son valores que también se miden en otros modelos

experimentales de isquemia-reperfusion de extremidades inferiores en animal’® 35361,

Por Gltimo, no hemos incluido parametros de hematimetria por dos motivos. Primero,
porque aunque una isquemia muy prolongada si puede dar lugar a una hemoconcentracion
y plaguetopenia relevantes®®, la experiencia clinica nos demuestra que tales alteraciones
no se presentan para tiempos de isquemia de 2-3 horas, como las que nos ocupan®? 226 227
228, 229 De hecho, los estudios experimentales ya clasicos también apuntan en dicha
direccion®® ¢ 70 Y en segundo lugar porque, de la bibliografia®® y de nuestra experiencia
previa en isquemia-reperfusion visceral®3 33" 33 sahemos que los parametros
hematimétricos de la rata no presentan tantas similitudes respecto al ser humano como lo
hacen los iones y los pardmetros generales de bioquimica como los arriba sefialados. Los
valores bastante diferentes que estos animales presentan de forma fisioldgica, hacen que la

extrapolacion de los resultados resulte mas dificil.

Parametros anatomopatoldgicos
La evaluacion del dafio anatomopatoldgico es probablemente el apartado en donde

encontramos una mayor heterogenicidad en la literatura.
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Hay varios protocolos de determinacion de sustancias mediante espectrofotometria, tras
procesamientos normalmente complejos y econémicamente costosos. Tal es el caso de la
determinacion de MPQO3!4 315 3% indicador indirecto de la infiltracion del tejido por PMNSs.
También de la MDA, empleado ocasionalmente en suero como medidor inmediato del
dafio pero que también ha sido determinado en tejidos a las 24 horas de la
reperfusion®°315, Y también por espectofotometria se puede determinar el Glutation, con

la misma interpretacion®'®.

La prueba del Nitroazul de Tetrazolio (NBT) es un medidor de viabilidad celular que

también ha sido empleado en modelos de isquemia-reperfusion de extremidades en modelo
anima|236, 242, 357

Todos los métodos anteriores han sido descartados por varios motivos. Primero, por la
heterogenicidad de los pardmetros medidos. Segundo, porque representan indicadores de
dafio que no se emplean habitualmente en la practica clinica, y desde este punto de vista,
pueden presentar unos resultados mas dificilmente interpretables. Y finalmente, porque en
todos los casos implican unos procedimientos técnicamente dificultosos y con un elevado

coste econémico.

Por el contrario, hemos preferido fijarnos en otros parametros mas tangibles, y que por otra
parte son los mayoritarios en la bibliografia. A nivel microscépico, la visualizaciéon y
cuantificacion directa del dafio celular y la cuantificacion de la infiltracion leucocitaria. Y a

nivel macroscopico, la determinacion del edema tisular.

Asi, la cuantificacion del dafio mediante la visualizacion directa de la musculatura
sometida a isquemia es un procedimiento habitual en los estudios experimentales®® 6% 2%
315, 350, 354, 355, 3%6, 357 Un problema habitual en dicha cuantificacion del dafio es la
subjetividad que se deriva de requerir una interpretacion de lo visualizado en los cortes.
Por este motivo, se ha propuesto un sistema que simplifica la clasificacion de las fibras en
dafadas o no dafiadas, segun los criterios sefialados en material y métodos, inspirados en
un estudio que trata de sistematizar la interpretacion del dafio por isquemia-reperfusion en

modelos murinos®®. Ademas, se plantea la medicion de varios campos en cada corte de
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cada pieza, tal y como se propugna en dicho estudio, con &nimo de aumentar la fiabilidad
del resultado, haciendo la media de todas las mediciones llevadas a cabo.

También a nivel microscdpico hemos querido cuantificar la infiltracion de la musculatura
por PMNs. Aungue en este contexto muchos estudios llevan a cabo dicha cuantificacion
mediante la determinacion de la Mieloperoxiadasa (MPO) producida por aquellos34 315355,
consideramos que se trata de un sistema indirecto y sobre todo técnicamente complejo y
caro. Por contra, es posible llevar a cabo un calculo razonablemente preciso de la
infiltracion leucocitaria, cuantificando la densidad de PMNs en funcion del numero de
estas células por campo o mm cuadrado®®, y es éste el sistema que hemos preferido

emplear para la tesis.

Por altimo, hemos querido incluir en el estudio el parametro macroscépico fundamental en
la evaluacion del dafio por isquemia-reperfusion, el edema. Ademés de ser evaluado
ampliamente a nivel experimental?®® 314 3%1. 354, 3%, 357, 361 " ragylta una variable muy
tangible, en tanto que empleada sistematicamente en la practica clinica. Ademas, resulta

facilmente ejecutable y no requiere de grandes medios técnicos.

La cuestion mas problematica en la medicion del edema es la variabilidad de medios con
que puede llevarse a cabo. Mientras en la practica clinica suele emplearse la medicion de
perimetros, como sistema no invasivo, en experimentacion tiende a llevarse a cabo una

determinacion del peso muscular, tras extraer el misculo a estudio3!4 354 235, 351, 355, 357,

Dadas las facilidades en la medicién y la tangibilidad del edema como indicador del dafio,

hemos querido realizar ambos tipos de mediciones en esta tesis.

Por un lado, se han medido los perimetros de las extremidades, y se ha ejecutado una
conversion de dicho perimetro al area aproximada de la seccién, asumiendo una forma de
la extremidad cercana a la circunferencia. Hemos llevado cabo la medicion a nivel del
muslo y hemos hecho la comparativa de las areas de la seccion de la extremidad,

inspirandonos en el Gnico trabajo que realiza una estimacion similar?®.
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Por otra parte, también se ha determinado el edema en funcion del peso. En este caso, hay
consenso en emplear el triceps sural, o bien sélo el musculo gastrocnemio o sural34 354 3°L
35,357 'Como en esta tesis solo hacemos la isquemia en la extremidad inferior derecha,
hemos dispuesto en cada rata de un control pareado, la extremidad inferior izquierda. En la
valoracion invasiva del edema hemos optado por medir solo el gastrocnemio, como
musculo principal en la pantorilla de la rata, y hemos llevado a cabo una medicion directa
del peso humedo, valorando el incremento respecto a la extremidad contralateral.
Condieramos esta medicion del incremento del peso como una forma de medicién del
edema igualmente vélida respecto a la comparacion de peso humero/ peso seco, con una
interpretacion mas facil y directa y siendo técnicamente mucho menos engorrosa respecto a

esa Ultima.

Pruebas funcionales

Ya hemos hablado de que los resultados funcionales son probablemente los de mayor
interés en la clinica, al menos en lo relativo al dafio por isquemia-reperfusion de
extremidades. Sin embargo, la evaluacion funcional en el animal de experimentacion es
muy dificil y est4 sometida a una enorme subjetividad. Parametros valorables en la practica
clinica como el dolor postoperatorio, tiempo de ingreso, balance articular, o pruebas de
recuperacion funcional son irrealizables en la rata. En cambio, si son realizables estudios
de electromiografia, como hemos descrito en la revision de la bibliografia®'4 352 33, A
pesar de que no estd establecida claramente la relacién entre alteraciones
electromiograficas con esos otros parametros funcionales que hemos mencionado, resulta
un estudio que puede aportar mas informacion y caracterizar de forma mas completa el
dafo por isquemia-reperfusion. Por altimo, presenta también la problemaética de no tener
definido el momento 6ptimo de realizacion de las pruebas, lo que afiade mas complejidad a
la hora de plantear un estudio de estas caracteristicas.

En cualquiera de los casos, la ejecucion de dichas pruebas requiere de un aparataje muy
especifico, del que por desgracia no disponemos en el Laboratorio de Cirugia Experimental
de la UPV-EHU, por lo que hemos desechado realizar este tipo de pruebas para la

realizacién de la tesis.
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Idoneidad del esquema temporal

Tiempo de isquemia

Primeramente, era necesario plantear un tiempo de isquemia del miembro inferior en la
rata. En este caso, hemos querido movernos en un equilibrio: realizar un dafio lo mas
parecido al ocasionado en la practica clinica, pero por otra parte de la mayor magnitud
posible dentro de este rango, para facilitar el descubrimiento de diferencias al aplicar un

tratamiento experimental.

Asi, lo l6gico nos parece restingirnos a un tiempo de isquemia en el que el dafio sea local,
y no haya expectativa de dafio sistémico. Dicho limite esta establecido entre las 3 y las 4
horas, en la experiencia clinica y experimental, como hemos expuesto en numerosas
ocasiones. Sin embargo, en la préctica habitual se suele preferir no sobrepasar las 2 horas.
En base a esto, tomamos la decision de realizar series experimentales de 2 y 3 horas de
isquemia, con el fin de asegurarnos de que el perfil de dafio es similar en ambos casos,
restringido a lo local, pero l6gicamente mayor a las 3 horas de isquemia. Una vez realizada
dicha comparacién —que analizaremos en seguida— es cuando optamos por el plazo de 3
horas de isquemia para evaluar el tratamiento experimental, ya que siendo el dafio local
mas intenso, seria logico que se descubriesen con mayor facilidad las diferencias

achacables al efecto protector de dicho tratamiento experimental.

Tiempo de reperfusion
En cuanto a la evaluacién de resultados durante la reperfusion, la revision de los estudios
sobre la isquemia-reperfusion de extremidades inferiores en rata nos permite concluir que

hay bastante consenso respecto al tiempo éptimo de medicién de algunas variables.

Asi, los que hemos denominado marcadores inmediatos de dafio, principalmente
indicadores de estrés oxidativo (medicion directa de RLO%3 SOD y glutation®*,
hipoxantina®®, IMA, DMA y otros?®® 297. 298, 299, 301, 302, 304y " g6 mjiden en el periodo
inmediato de la reperfusién, hasta 20 minutos tras la liberacion de la isquemia. Ninguno de

tales marcadores ha sido empleado en este trabajo.
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También hay consenso en lo respectivo a la anatomia patoldgica, y puede afirmarse que el
conjunto de los estudios consultados que miden cualquier tipo de variable
anatomopatoldgica micro o macroscopica en animal de experimentacion, lo hacen a las 24
horas de concluido el insulto isquémico59' 69, 75, 235, 236, 242,314, 315, 350, 351, 354, 355, 356, 357, 361.
Habida cuenta de esta homogeneidad, para el estudio de esta tesis también se han realizado
los estudios de Anatomia Patoldgica al cabo de dicho plazo de 24 horas.

Sin embargo, el consenso anterior no es tan claro a la hora de definir el momento 6ptimo
de medicidn de los distintos parametros incluidos en la bioquimica, especialmente de las

enzimas mas especificas del tejido muscular CK y LDH.

En uno de los pocos estudios que miden CK y LDH tras isquemia-reperfusion de
extremidades en la rata, se toma de forma aleatoria o0 al menos no justificada el plazo de 4
horas de la reperfusion, para la medicion de pardmetros analiticos®. Sin embargo, resulta
mas clarificador otro estudio, también en ratas, pero que busca caracterizar el dafio tras
isquemias mucho mas prolongadas que las empleadas en la clinica, mas en un contexto de
sindrome de aplastamiento o crush syndrome®®. En este Gltimo, se plantea un estudio
seriado en que se definen distintos grupos para evaluar el dafio a nivel bioquimico a la
hora, 3 horas, y 24 horas de la reperfusion. Al comparar los valores a dichos tiempos de
isquemia, vemos que las magnitudes mas grandes de CK y LDH se detectan a las 3 horas

de reperfusion.

Con estos precedentes, nos parecio oportuno dedicar una primera parte del trabajo a definir
con mayor precision la curva descrita por estas enzimas. Por una parte, estableciendo méas
puntos de evaluacion. Y por otra parte, aplicado a tiempos y presiones de isquemias

equiparables a las realizadas en las isquemias programadas de cirugia de miembros.
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Valoracion de los resultados

Validez del dispositivo de cable a tension

Toda la primera parte experimental de esta tesis doctoral estuvo dedicada al desarrollo del
sistema de induccion y mantenimiento de la isquemia més adecuado. Por eso, dimos
mucha importancia a la validacion del sistema de cable a tension antes de iniciar los
estudios de caracterizacion del dafio por isquemia-reperfusion y de evaluacion del

tratamiento experimental con &cido folinico.

La definicion de la magnitud necesaria para mantener la isquemia ha mostrado ser
suficiente. En las 97 ratas empleadas en el trabajo, s6lo hubo dos casos en los que se
detectd una pérdida de la palidez cutanea del miembro sometido a isquemia. Este hallazgo,
gue no se acomparfio de una existencia de pulsos distales o evidencia a actividad continuada
en el laser doppler, parece orientar a una pérdida puntual de la isquemia, probablemente
por un aumento relevante de la tension arterial en una ventana de anestesia mas superficial
y quizéas con aparicion de dolor. Estos animales fueron apartados del estudio. De cualquier
modo, estas dos pérdidas puntuales de la isquemia pueden considerarse, incluso, como la
demostracion de que la presion ejercida se situd cerca de la Presion Minima de Oclusion,

que es lo que buscabamos con el desarrollo del dispositivo.

Por lo demas, el sistema de cable a tension mostré una gran facilidad a la hora del
posicionamiento y manipulacién de los animales. Todo el proceso de colocacion,
exanguinacion e instauracion de la tension necesaria para la isquemia se llevd a cabo en
cada animal en unos 30 segundos. El proceso de retirada del dispositivo isquemiante, una

vez concluido el tiempo de isquemia fijado, resulté ain mas rapido.

Por ultimo, no detectamos ninguna movilizacion del cable. Es mas, en los pocos casos de
animales que en momentos de evaluacion mostraban un estado de anestesia mas
superficial, incluso con movimientos de la cola, de la cabeza o de las extremidades
superiores o inferior izquierda, no se aprecié el minimo desplazamiento del cable ni de la

extremidad inferior derecha.
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Todo ello creo que nos permite concluir que el sistema de cable a tensién, ademas de ser
reproducible y controlable, puede ser definido como un sistema muy fiable para la

induccion de isquemia-reperfusion en la rata de laboratorio.

Evolucion de parametros bioquimicos durante la reperfusion

En primera instancia, nos interesaba caracterizar el comportamiento de los distintos
parametros biogquimicos contemplados a lo largo de la reperfusion. Con animo de dar una
aproximacion mas fiable, se establecen hasta 4 momentos de evaluacion, desde la

reperfusion inmediata hasta las 6 horas.

Dejando para siguientes apartados el andlisis de los valores de cada variable, en este
analizaremos las curvas descritas por las mismas, con especial atencion a las enzimas

musculares.

Como cabia esperar, no ha habido alteraciones evolutivas relevantes en cuanto a los iones

Na, Ky ClI, con un comportamiento basicamente plano.

Los marcadores de funcion renal Urea y Cr tienen una diferente evolucion. Mientras en el
caso de la Urea hay un aumento que, sin ser llamativo, no remite al final del tiempo de
reperfusion estudiado, en el caso de la Cr el mayor aumento se ha observado entre la hora y

las tres horas de reperfusion, tendiendo sus valores a la normalizacion hacia las 6 horas.

Con las enzimas no especificas de tejido muscular el comportamiento también es distinto
en cada caso. FA, aun con diferencias entre los animales sometidos a 2 y 3 horas de
isquemia, muestra un comportamiento esencialmente plano, sin altibajos durante la
reperfusion. GOT, por el contrario, muestra una tendencia al aumento a lo largo del tiempo
de reperfusion, con valores similares a las 3 y las 6 horas de reperfusion. GPT, por ultimo,
dibuja una curva similar, donde podria haber unos valores maximos a las 3 horas, pero sin

una tendencia clara a la baja a las 6 horas de reperfusion.
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Finalmente, las enzimas musculares CK y LDH muestran un comportamiento muy similar
entre ellas, y cuando comparamos 2 y 3 horas de isquemia. Estas enzimas aumentan muy
bruscamente con el inicio de la reperfusion, perfilan una meseta entre los 10 minutos y la
hora de evolucidn, y describen un pico muy claro a las 3 horas, con posterior descenso y

tendencia aparente a la normalizacion hacia las 6 horas de evolucion.

Este aspecto de la curva parece muy compatible con el descrito por Murata y cols en su
modelo de crush syndrome3*®. Creemos, sin embargo, que nuestro modelo nos da mas
garantias, ya que el pico de enzimas musculares se define con claridad entre la hora y las 6
horas, y no entre la hora y las 24 horas del modelo de Murata y cols. No podemos asegurar,
desde luego, que dicho pico no pueda estar produciéndose en algin otro momento dentro
de dicha orquilla entre la hora y las 6 horas de la reperfusion (Sagara y cols proponen 4
horas®®?), pero si podemos afirmar que las 3 horas de la misma constituyen un tiempo muy
adecuado para valorar el aumento total de las enzimas CK y LDH tras un dafio de

isquemia-reperfusion en extremidades en la rata.

La morfologia de esta curva en los primeros tramos de la reperfusion da pie, por otra parte,
a proponer una posible distribucion del dafio a lo largo del tiempo. El aumento brusco de
enzimas musculares con la reperfusion inmediata, la meseta hasta la hora, y el segundo
aumento pronunciado hasta alcanzar un pico a las 3 horas de la reperfusion podria

explicarse por diferencias temporales en la produccion del dafio.

Asi, podemos suponer gque la compresién del tejido muscular y la anoxia del mismo van
provocando una miolisis durante el periodo de isquemia. Esta miolisis daria lugar a su vez
a una salida al espacio extracelular de grandes cantidades de CK y LDH, que pasarian de
forma inmediata al torrente sanguineo con el retorno del riego, y que se detectarian por
tanto desde los primeros instantes de la reperfusion. Por tanto, no es descabellado pensar
que los niveles de CK y LDH detectados a los 10 minutos e incluso una hora de
reperfusion sean debidos principalmente a los mecanismos patogénicos de la compresion y

la anoxia.
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Con posterioridad al retorno del flujo sanguineo, sabemos que se desencadena el tercer
mecanismo etiopatogénico, correspondiente al Sindorme de isquemia-reperfusion. Como
hemos ido desarrollando durante todo este trabajo, el mismo requiere de la activacion del
sistema inmune en base a los metabolitos y radicales libres de oxigeno acumulados durante
el tiempo de isquemia. Aunque resultaria imposible cuantificar qué porcentaje del dafio
corresponde a cada uno de los 3 meanismos etiopatogénicos, parece plausible pensar que el
segundo incremento de valores de CK y LDH entre la hora y las 3 horas de la reperfusion,
pudiese estar principalmente justificado precisamente por el Sindrome de isquemia
reperfusion, toda vez que es el mecanismo que sigue presente, una vez la compresion y
anoxia de tejidos desaparece al liberar el torniquete. A ese respecto, y teniendo las gréficas
delante, hay que llamar la atencién de que el incremento desde la hora de la reperfusion
hasta las 3 horas es practicamente de la misma magnitud que el existente entre los valores
basales y los correspondientes a la reperfusion inmediata. O, dicho de otra manera y
siguiendo el razonamiento desarrollado, que el sindrome de isquemia-reperfusion seria
responsable de doblar el dafio que habrian provocado juntos la compresion y la anoxia de

tejidos.

Son esos valores mas altos a las 3 horas y esa sospecha de que el mecanismo
principalmente implicado en su génesis es el sindrome de isquemia-reperfusion —dentro de
los tres actores responsables— los que nos hacen concluir que, para este trabajo y otros que
se planteen a futuro, la evaluacion de tratamientos experimentales que busquen combatir
dicho sindrome deberia tener lugar en ese plazo de 3 horas de reperfusion, tras isquemias

de 2-3 horas como las realizadas en la practica clinica en cirugias de extremidades.

Variaciones bioquimicas con el incremento del tiempo de isquemia de 2 a 3

horas

Nos parecia muy importante la caracterizacion del dafio de forma evolutiva tanto para
periodos de 2 como de 3 horas de isquemia. Ya hemos sefialado reiteradamente que la
bibliografia apunta de forma inequivoca en el sentido de que el tipo de dafio sigue
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circunscribiéndose a lo local y sigue siendo reversible a las 3 horas de isquemia, pero la
tradicion vigente en la clinica sigue siendo no prolongar las isquemias mas alla de las 2
horas. Esta Gltima nos parecié razon suficiente para comprobar experimentalmente que el
perfil de dafio fuera de mayor magnitud pero perfectamente equiparable en el caso de las 3
horas, y que los hallazgos descritos para 3 horas de isquemia fueran por tanto aplicables a

isquemias més cortas como las usadas en la practica clinica.

En este sentido, conviene remitir al lector de nuevo a las graficas comparativas sefialadas
en el apartado de resultados, con especial interés a las Gltimas, con las curvas descritas por

las enzimas musculares.

En relacién a los iones, podemos decir que la prolongacion del tiempo de isquemia de 2 a 3

horas no trae consigo variaciones relevantes.

Lo mismo cabe decir de la Urea, con un perfil y unos valores casi idénticos en ambos
casos. La Creatinina, en cambio, si muestra unas magnitudes més altas cuando la isquemia

es de 3 horas, pero la curva que se dibuja en ambos casos es muy similar.

La FA se mantiene durante todo el seguimiento con unos valores un 50% mas bajos,
aproxiamadamente, en el caso de la isquemia de 2 horas, pero con el mismo perfil que a las
3 horas, practicamente plano. GOT y GPT exhiben el comportamiento antes descrito, con
aumento progresivo durante todo el periodo de seguimiento en la GOT, y con un amago de
retorno a los niveles inciales en la GPT a las 6 horas de la reperfusion, de forma muy
simétrica al comparar 2 y 3 horas de isquemia. GPT y GOT, por ultimo, reproducen una
morfologia similar a las descritas por CK y LDH, con la misma interpretacion que

explicamos para estas Ultimas.

Finalmente, las enzimas musculares presentan un perfil que también se ha descrito, y que
como se aprecia en las figuras correspondientes, esta reproducido de forma casi igual al
comparar periodos de isquemia de 2 y de 3 horas. Manteniendo la simetria, en el caso de la
isquemia de 3 horas de duracion, los valores de CK y LDH son aproximadamente un 50%
mayores respecto a los hallados tras 2 horas de isquemia. Dicha proporcién se mantiene al

alcanzar los valores méaximos, a las 3 horas de reperfusion.
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El estudio de todos los pardmetros anteriores no lleva a concluir lo esperado, es decir, que
el perfil del dafio tras 3 horas de isquemia es perfectamente equiparable al producido a las
2 horas, aunque con magnitudes l6gicamente mayores. Dado que en la presente tesis se
busca desarrollar un modelo donde el efecto protector de tratamientos experimentales
tenga la repercusién maés visible, se establece emplear las 3 horas de isquemia en la

valoracion de los mismaos.

Examen del dafio a nivel bioquimico, con y sin tratamiento

Entraremos en esta seccion a realizar una valoracion critica del significado de las
alteraciones descubiertas a nivel bioquimico, asi como los cambios apreciados tras el

tratamiento experimental con acido folinico.

Respecto a los electrolitos, ya hemos mostrado y comentado que presentan cambios
minimos. Podriamos hablar de un muy leve aumento de la potasemia, alcanzandose valores
de 4,83 mEq/l a las la hora de reperfusion, y 4,76m Eq/l a las 3 horas de reperfusion, tras 3
horas de isquemia, en animales no tratados. Este leve aumento del potasio tiende a regresar
al final del periodo de reperfusion. En los animales tratados, para el mismo periodo el
potasio alcanza unos niveles menos elevados de 4,3 mEg/l. En cualquier caso, en todo
momento nos moveriamos dentro del rango considerado fisiolégico en la rata (4,0 a 5,2
mEqg/l), y lejos de los 6 mEq/l descritos en una isquemia de 3 horas, pero a tension no
controlada y aplicada de forma bilateral®®! y méas atn de los 8,9 mEq/l vistos en el modelo
de sindrome de aplastamiento con isquemia bilateral de 5 horas a tension no controlada®®®.
En ese contexto, el leve aumento de la potasemia respecto a la poblacién control (4,04
mEqg/l) cabria encuadrarlo en el contexto de una rabdomiolisis, pero que no llega a
provocar una hiperpotasemia sensu estricto. El hallazgo apoya la idea de que las 3 horas de

isquemia no provocan alteraciones sistémicas.

Atendiendo a los marcadores renales, también podriamos hablar de un leve deterioro de la

funcién renal, tras 3 horas de isquemia, en relacion a los animales sanos. Tanto urea como
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creatinina exhiben unos valores que practicamente duplican los basales, a las 3 horas de la
reperfusion (68+3,6 Vs 28+3,2 y 0,88+0,27 Vs 0,36+0,06 mEg/L respectivamente). Estas
diferencias alcanzan significacion estadistica, en ambos casos. En el caso de la urea, se
trata de cifras que superan la horquilla considerada como fisioldgica en la rata (28 a 42
mg/dL), mientras que para la creatinina quedan muy lejos del considerado limite maximo
de la normalidad (0,7 a 2,2 mg/dL). Los valores de urea registrados son muy similares a los
descritos para el mismo tiempo de isquemia, por Sagara y cols, aunque en dicho estudio la
isquemia se lleva a cabo en ambas extremidades y la evaluacion tiene lugar mas tarde, a las

4 horas de la reperfusion®?,

El aumento de la concentracion de urea tiene, por tanto, significacién estadistica, y debe
tenerse en cuenta, en tanto a las 3 horas dicha concentracion supera en un 62% el
considerado limite maximo de la normalidad. La experiencia clinica y la forma de la curva,
que parece iniciar un leve descenso hacia las 6 horas de la reperfusion, invitan a pensar que
este hallazgo pueda tener poca traduccion patologica. En nuestra experiencia, el
pretratamiento con &cido folinico no tiene ningun efecto relevante sobre estos parametros,
con valores de urea y creatinina similares al grupo no tratado, que se encuentran lejos de la

significacion estadistica.

En conclusién, podemos decir que la rabdomiolisis ocasionada por la colocacion del
torniquete conlleva un aumento leve de las cifras de urea y creatinina, con dudosa
traduccidn clinica. Y que el tratamiento con acido folinico no parece tener ningln efecto —

protector ni deletéreo— sobre la funcion renal.

Decidimos incluir la FA como un posible marcador del dafio éseo por la isquemia-
reperfusion. Los resultados, sin embargos, han resultado completamente anodinos. Ha
resultado curioso el hallazgo de valores mas bajos respecto a la poblacion control, s6lo en
los animales sometidos a dos horas de isquemia, aun sin alcanzar significacion estadistica.
También hay un descenso, que en este caso llega a alcanzar significacion estadistica, al
comprar la FA de los animales