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RESUMEN

No existen estudios sobre cambios en el fenotipo de las fibras musculares en el caballo
durante la anestesia. Por ello es necesario conocer el efecto morfolégico, metabdlico y
contractil sobre las miofibras, anticipandose a la presentacién de miopatias post-anestésicas.
El objetivo de este trabajo fue dar a conocer las caracteristicas fenotipicas celulares del
musculo esquelético del caballo durante la anestesia inhalada utilizando el protocolo
anestésico de xilacina-ketamina-isofluarno, determinar el probable tiempo en el que se
presentan los cambios morfoldgicos, metabdlicos y contractiles de las fibras musculares,
correlacionar estos cambios entre los caballos colocados en decubito dorsal (DD) y decubito
lateral (DL). Para ello, se realizd un muestreo no probabilistico donde se incluyeron 5
caballos clinicamente sanos, criollos, de entre 5 a 7 afos y un peso promedio de 300 Kg. Los
caballos fueron alimentados con forraje de avena y agua add-libitum, y se mantuvieron en
condiciones de estabulacién. Los caballos fueron anestesiados en dos ocasiones en dos
diferentes posiciones: DL y DD. Se obtuvieron muestras musculares y sanguineas de los
caballos antes y durante la anestesia. Los parametros basales se tomaron de los animales
antes de la anestesia y se compararon con los obtenidos durante este proceso a los 20, 60,
90 y 120 minutos. Se llevaron a cabo técnicas especializadas para la obtencidn, conservacion
y transporte de las biopsias musculares. Se realizaron cortes histolégicos asi como de
técnicas histoldgicas e histoquimicas para determinar la morfologia, metabolismo y la
capacidad contractil de las miofibras. La digitalizacion de las imagenes y el analisis de los
cortes histologicos se realizaron mediante una camara de alta resolucion y un software
especializado. Asi, se determind un valor de densidad optica como referencia, como valor
minimo en cada muestra analizada. Se utilizd un programa (InfoStat-Statistical Software Inf)
donde se hicieron cdlculos de estadistica descriptiva, medias y errores estandar de la media
del drea transversal fibrilar, nimero de capilares, nucleos, asi como de los valores obtenidos
de la densidad optica del metabolismo celular. Estadisticamente, la mayoria de los cambios
que se observaron fueron en el metabolismo muscular, presentandose pocos cambios a
nivel de la arquitectura miofibrilar. Los cambios se presentaron principalmente en el
metabolismo de las fibras musculares de los animales en ambos casos (DD y DL), con pocos
cambios en su morfologia. No se puede inferir con certeza si los cambios presentados en
este trabajo estan ligados a algun tipo de suceso que nos pueda dar un indicio que origine un
problema patolégico en el musculo esquelético. De esta manera, este estudio pretende dar
las bases para que a futuro se pueda realizar un analisis mas profundo en este sentido.



Palabras clave: Caballo, musculo, anestesia, metabolismo

Abstract

There are no studies on changes in the phenotype of muscle fibers in the horse during
anesthesia. It is therefore necessary to know the effect morphological, metabolic and
contractile myofibers on anticipation of the filing of post-anesthetic myopathies. The aim of
this study was to report the phenotypic characteristics of skeletal muscle cell of the horse
during anesthesia using inhaled anesthetic protocol xylazine-ketamine-isofluarno, determine
the probable time when morphological changes occur, metabolic and contractile muscle
fibers, correlate these changes among the horses placed in the supine position (DD) and
lateral (DL). To do this, we performed a non-probability sampling which included 5 clinically
healthy horses, Creole, ages 5 to 7 years and an average weight of 300 kg. The horses were
fed forage oats and water add libitum, and kept in conditions of confinement. The horses
were anesthetized twice in two different positions: DL and DD. Muscle samples were
obtained and blood of horses before and during anesthesia. The baseline parameters were
taken from animals before anesthesia and compared with those obtained during this process
at 20, 60, 90 and 120 minutes. Were carried out specialized techniques for the collection,
storage and transport of muscle biopsies. Histological sections were performed and
histological and histochemical techniques to determine the morphology, metabolism and
contractile capacity of myofibers. The digitization of images and analysis of histological cuts
were performed using high-resolution camera and specialized software. Thus, we
determined the optical density value as a reference, as a minimum value for each sample
analyzed. We used a program (Statistical Software InfoStat-Inf), where estimates were
descriptive statistics, means and standard errors of the mean fibril cross-sectional area,
number of capillaries, nuclei, as well as the values obtained from the optical density of cell
metabolism. Statistically, most changes were observed in muscle metabolism, with few
changes at the myofibrillar architecture. The changes were mainly in the metabolism of
muscle fibers of animals in both cases (DD and DL), with little change in morphology. Can not
be inferred with certainty whether the changes presented in this paper are linked to some
kind of event that can give us an indication that results in a pathological problem in skeletal
muscle. Thus, this study aims to provide the foundation for the future can make a deeper
analysis in this regard.

Keywords: Horse, anesthesia, muscle, metabolism
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INTRODUCCION

El estudio del musculo esquelético del caballo se ha orientado en comprender el proceso de
adaptacion de este tejido frente a estimulos fisiologicos, patoldgicos y farmacolégicos. En
este sentido es necesario conocer el efecto morfolégico, metabdlico y contractil durante la
anestesia, anticipandose a la presentacion de miopatias post-anestésicas, las cuales
representan un porcentaje importante como factor de riesgo o fracaso del proceso
anestésico-quirurgico en el caballo.

Los musculos que con mayor frecuencia suelen afectarse durante la anestesia general son
el triceps braquial, supraespinoso, infraespinoso, pectorales, braquiocefalico, deltoides o los
maseteros, cuando los caballos son colocados en posicién de decubito lateral (DL). Los
musculos gluteos o largo dorsal, resultan afectados cuando los caballos son colocados en
decubito dorsal (DD) (Muir, 1991; Mansmann et al.,, 1982,). Sin embargo, mantener un
caballo en decubito dorsal durante un largo periodo de anestésico, puede llegar a tener
mayores complicaciones a nivel muscular, al momento de la recuperacion. Asi mismo, se
sabe que dos de las complicaciones mas comunes en el caballo durante la anestesia son:
entre otros factores, hipotensién e hipoxemia (Richey et al. 1990; Rijkenhuizen y van Dijk,
1998; White, 1986; Grandy et al, 1987; Dodman et al. 1988; Lindsay et al. 1980), y estan
intimamente relacionadas con necrosis muscular causada directamente por la isquemia
(Friend, 1981; Branson y et al, 1992). La isquemia es causada por la disminucién en la
perfusion muscular como resultado directo de la anestesia debido a la hipotension por la
gue algunos caballos pueden llegar a cursar durante este proceso. Hoy en dia, estos cambios
tienen dos componentes fisiopatoldgicos que los pueden originar: Una baja en la perfusién,

secundaria a la hipotensidén, y ocasionan un incremento en la presién muscular
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intracompartamental (PMIC) (Lindsay et al, 1980, 1985; Grandy et al, 1987; Dodman et al,
1987; Richey et al, 1990).

El resultado de la hipotensidn es la disminucion en la perfusién a través de la red vascular. Si
la presidn dentro del musculo incrementa mientras que la presién arterial media permanece
constante o disminuye, la perfusidn vascular a través de los tejidos se va a ver disminuida,
desencadenando el sindrome compartamental (Heppenstall et al, 1988). Ademas, cuando el
caballo comienza a moverse o se incorpora, se produce un incremento transitorio del lactato
sérico debido a reperfusion de las dreas comprimidas durante el decubito (Garcia, 2002;

Nufez, 2002), lo que favorece a esta serie de cambios a nivel muscular.

Justificacion

El analisis de las fibras del musculo esquelético del caballo durante la anestesia general
permitird diagnosticar de manera precoz las alteraciones morfoldgicas y metabdlicas de este
tejido frente al estimulo farmacolégico de los anestésicos utilizados en el presente estudio.
El estudio de estas nos puede orientar sobre las alteraciones o cambios que se pueden llegar
a presentar después de la anestesia en el musculo esquelético del caballo.

No existen datos sobre los cambios morfoldgicos y metabdlicos de las fibras musculares
durante la anestesia en el caballo que detallen los cambios morfolégicos y metabdlicos
frente a este estimulo farmacolégico. Por otra parte diferentes estudios detallan cambios a
nivel del metabolismo del caballo durante la anestesia, sin embargo estos trabajos se
enfocan a evaluar los cambios enzimaticos como lactato, electrolitos y sustancias propias del
estrés (cortisol y catecolaminas) en sangre durante y después de la anestesia (Lindsay, et al,
1980; White, 1986; Robertson, 1987; Richey, et al; 1990; Luna et al; 1996). Otros estudios
hablan de los cambios que se presentan en el musculo esquelético con base algunos
componentes del plasma, tales como glucosa, glicerol, urea y lactato posterior a un proceso
anestésico de larga duracion (Edner et al; 2005; Edner et al., 2009). Debido a lo anterior, se
requiere de saber en qué momento, durante la anestesia, se pueden llegar a generar
cambios a nivel de las fibras musculares en todos aquellos caballos que por algin proceso

patoldgico puedan ser sometidos a un proceso de anestesia general inhalada. Asi mismo, el
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presente estudio pretende dar un enfoque objetivo sobre las modificaciones a las que se
enfrenta el musculo esquelético durante la anestesia general inhalada, con el fin de ofrecer
datos precisos a nivel celular, tanto morfolégicos y metabdlicos, los cuales puedan ser un
apoyo de diagndstico clinico en caballos que tengan una alta posibilidad de desarrollar

alguna alteracion muscular durante la anestesia general

MARCO TEORICO

1. ESTRUCTURA DEL MUSCULO ESQUELETICO DEL CABALLO

El musculo esquelético representa del 40 al 50% del peso corporal en los vertebrados. De
este valor, del 75 al 90 % son miofibras (Dubowitz, 1985; Fawcett, 1986). Las miofibras son
células alargadas, de varios milimetros, multinucleadas apariencia estriada en cortes
longitudinales. Esto se debe a que sus unidades contractiles, denominadas sarcomeros,
estan dispuestas en serie y estan formados por miofilamentos gruesos (miosina) y delgados
(actina), cuyo deslizamiento durante la contraccién origina un acortamiento del sarcémero y
la produccion de fuerza activa a través del citoesqueleto, la cual es transmitida hasta el
tejido conectivo extracelular primero y por medio de los tendones, hacia el esqueleto
(Andrews, 1986; Fawcett, 1986).

Mientras que el tamafo del musculo es importante para delimitar la fuerza de contraccidn,
el arreglo estructural de la sarcomera es todavia mas importante para generar esa fuerza de
contraccion (Sacks, 1982). Las fibras musculares se componen de una membrana plasmatica
(sarcolema), varios nucleos en posicion periférica y una morfologia alargada (Brooke, 1970).
La red neurovascular penetra al tejido muscular a través de los septos del tejido conjuntivo.
El sarcolema se continGia con un sistema de tubulos transversales (tubulos T), relacionados
con el reticulo sarcoplasmico, organelo cuya funcion es la movilizacién de calcio de esta
estructura (Pette, 1980; Berchtold et al, 2000). Las fibras musculares esqueléticas se
caracterizan por la presencia de miofibrillas. Estas estructuras son responsables de la

contraccion, tienen una forma cilindrica alargada (1 a 3 um de didametro), corren paralelas al
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eje longitudinal de la célula (Pette, 1980; Alberts et al, 2004). Las miofibrillas son estructuras
proteicas que se localizan en el citoplasma fibrilar (sarcoplasma), que contiene grandes
cantidades de potasio, magnesio y fosfato, enzimas de las rutas metabdlicas y un elevado
numero de mitocondrias dependiendo del tipo celular (Reggianni, 2004;). Las miofibrillas
estan formadas por miofilamentos delgados y gruesos, los que muestran una apariencia de
bandas claras y oscuras que se repiten a lo largo de cada miofibrilla, determinando la
organizacién de las sarcomeras. Los miofilamentos se dividen en filamentos individuales,
compuestos por proteinas contractiles y no contractiles. La miosina es la proteina contractil
mayoritaria del musculo y es el principal constituyente del aparato contractil. Otras
proteinas miofibrilares son: actina, troponina, tropomiosina, titina y las proteinas de la linea
Z y linea M y las extramiofibrilares como las que se hallan en el reticulo sarcoplasmico

(Reggianni, 2004; Talmadge et al, 1993).

Las miofibras se organizan funcionalmente en unidades motoras, que corresponden al grupo
de miofibras inervadas por una misma a-motoneurona procedente de la médula espinal
(Ashmore, 1971). El tipo y el nimero de unidades motoras activadas en cada contraccién
muscular dependen de la naturaleza, intensidad y duracidn del ejercicio realizado conforme
al principio universal de economia bioldgica, esto es, a mayor carga o volumen de trabajo

mayor tasa de activacién neuromuscular, y viceversa (Ashmore, 1971).

1.2 METABOLISMO MUSCULAR

En los mamiferos los musculos comprenden un conjunto de células altamente especializadas
gue transforman la energia quimica en mecanica como respuesta a acontecimientos
excitadores que ocurren en la membrana celular (Koolman, 2004). Esta caracteristica basica
determina que los musculos se contraigan generando tensidn y produciendo movimiento, lo
gue permite al animal el sostén y movimiento del cuerpo (De Luca, 2005). La concentracion
intramuscular de ATP es limitada y se consume a los pocos segundos de aumentar la
actividad metabdlica celular. (Lopez-Rivero, 1988). Los sustratos energéticos que la fibra

muscular utiliza para la sintesis de ATP proceden de dos fuentes: una externa, representada

14



por la glucosa y los acidos grasos de la sangre circulante y otra interna, que corresponde a
los depdsitos intracelulares de glucdgeno y triglicéridos. Los residuos metabdlicos, como el
lactato e hidrogeniones, son evacuados del interior de la célula hacia el torrente circulatorio

(Hoppeler et al, 1983).

El desempefio muscular eficaz del caballo depende la capacidad de su metabolismo para
convertir la energia quimica en energia mecanica, y los componentes incluyen la interaccion
entre el metabolismo aerdbico y anaerdbico (De Luca, 2005).

El grado de actividad del musculo, estda determinado de un metabolismo aerdbico o
anaerdbico, con la consecuente variacién en los productos finales. Por esto, durante el
reposo o la actividad moderada intervienen mecanismos aerdbicos y anaerdbicos con gran
eficiencia en la produccién de ATP (Alberts, 2004). A medida que se va intensificando la
deficiencia en el aporte de oxigeno, como consecuencia de una mayor actividad o durante la
anestesia general (Edner et al., 2005), se producen una serie de mecanismos anaerdbicos
que deprimen la eficiencia en la produccién de ATP y tiene como producto final el acido
lactico (Edner et al., 2005).

El metabolismo anaerdbico presenta rutas metabdlicas que se pueden dividir en dos
mecanismos diferentes, uno que incluye la transformacion de la energia de compuestos
fosforilados, incluyendo la actividad de sistemas enzimdticos como la creatinin quinasa, la
adenil quinasa y el AMP deaminasa (Alberts, 2004). La glucdlisis anaerdbica utiliza glucosa,
ya sea obtenida de la circulacion o del glucégeno almacenado en el musculo para convertirlo
en glucosa-1- fosfato mediante la glucogendlisis, y después convertirlo en glucosa-6- fosfato
como substrato, y por medio de la glucdlisis para obtener 2 moléculas de piruvato y éstas
son transformadas en lactato generando 2 moléculas de ATP por glucosa, lo que hace a esta
ruta metabdlica poco eficiente para la obtencién de ATP como fuente de energia (Alberts,

2004).

1.3 ADAPTACION DEL MUSCULO ESQUELETICO
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Una de las caracteristicas mas notables de los organismos vivos es su capacidad para generar
modificaciones de su estructura y funcion en aparente respuesta a los cambios de vy las
condiciones fisiolégicas y bioquimicas del medio interno, y de aquellas fisicas y
medioambientales del exterior (Benowitz et al, 1997, Alho et al, 1993). El tejido muscular
presenta una gran capacidad de adaptacion a los cambios tanto internos como externos. A
mediados del siglo XIX, el término plasticidad se adoptd en el lenguaje de la biologia para
referirse a la adaptabilidad de un organismo con relacién a su ambiente (Kaas, 1991).

Las dos propiedades mas destacadas del musculo equino son su diversidad estructural y
plasticidad adaptativa (Lopez-Rivero, 2007). La primera refleja la gran especializacidon que le
permite ejecutar diferentes actividades en donde e tipo de fibras se puede modificar tanto
funcional como en su estructura (trabajo, ejercicio etc.), y la segunda, su capacidad
fisioldgica por la que estos animales pueden optimizar sus caracteristicas, p.e: deportivas por
efecto del entrenamiento (Becker, 2004; Lépez-Rivero, 2007).

Para comprender la capacidad de adaptacion del musculo esquelético del caballo es
importante entender que las caracteristicas del fenotipo muscular estan reguladas por
multiples factores, como la relacién genética, la raza, la edad y otros como el entrenamiento,
la nutricion y fdrmacos que alteran o modifican el musculo esquelético (Gunn, 1987; Lépez-
Rivero, 2007). De la interaccidon entre ellos se modifica el porcentaje de los diferentes tipos
de fibras presentes en cada musculo (Lépez-Rivero, 2007).

Los musculos del caballo también modifican espontaneamente sus poblaciones celulares
durante el crecimiento y la maduracién con el objetivo de hacer presente ante las
cambiantes demandas funcionales impuestas por las distintas etapas de la vida (Hinchcliff,
2004).

El muasculo esquelético del caballo tiene un gran potencial de adaptacién a diferentes
condiciones de esta manera, la magnitud de estas adaptaciones dependen de dos grupos de
factores: 1) el estado basal del musculo, 2) las caracteristicas del estimulo aplicado. (el tipo,
la intensidad, la duracion, y la frecuencia) (Booth et al., 1996; Lépez-Rivero, 2007).

La respuesta adaptativa del musculo al entrenamiento puede ocurrir por dos mecanismos

basicos, que a menudo ocurren simultaneamente. El primero es una respuesta cuantitativa,

16



gue consiste en un proceso de hipertrofia fibrilar cuya consecuencia es un incremento de
fuerza, y el segundo es una respuesta cualitativa por la que las fibras modifican sus
propiedades metabdlicas y/o contractiles (Hencke, 1983). La adaptacién metabdlica mas
comun consiste en un incremento de la capacidad aerdbica, expresada por un mayor
contenido de mitocondrias, de capilares y de glucégeno intramuscular, aunque también se
han descrito incrementos de la capacidad anaerdbica (Klausen et al., 1981). Otra forma de
adaptacion de este tejido es que coexisten fibras musculares de tipo | (o lentas) y fibras de
tipo Il (o rapidas), caracterizadas por su distinta tolerancia a la fatiga. Estas fibras pueden
cambiarse de un tipo a otro mediante el fendmeno conocido como plasticidad muscular.
Diferentes condiciones fisiolégicas incrementan el estrés oxidativo del musculo esquelético,
siendo las fibras lentas las mas expuestas a este dafio. Sin embargo, dichas fibras han

desarrollado mecanismos eficaces para adaptarse a la oxidacion (Low et al., 2008).

1.4 CLASIFICACION DE LOS TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES EN EL CABALLO

La clasificacion del musculo esquelético en el equino se basa en estudios histoldgicos,
histoquimicos e inmunohistoquimicos. El desarrollo de técnicas histoquimicas ha permitido
localizar los sistemas enzimaticos a nivel celular y relacionarlos con la actividad funcional de
las miofibras y su morfologia (Barlow, D.A., 1984; Raamsdonk W. van, 2004). Gracias a la
combinacion de estos analisis se ha encontrado que existen 5 tipos de fibras celulares del
musculo esquelético de los caballos, las cuales se han caracterizado por la tipificaciéon de las
cadenas pesadas de miosina (MHC) la cual se le asigna la siguiente nomenclatura: I, I+IA, IIA,
[IAX y 11X (Quiroz et al, 2001).

Las fibras tipo | tienen una isoforma de cadenas pesadas de miosina que hidrolizan el ATP de
forma lenta, generando un ciclo de los puentes cruzados de forma lenta, junto con una gran
cantidad de capilares y una alta capacidad oxidativa. Con una baja capacidad glucolitica y un
contenido de glucégeno relativamente bajo, dandole una alta eficiencia productiva en
movimientos repetitivos lentos y de contracciones isométricas (Rome et al., 1990; Rivero et

al., 1999).
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En contraste las fibras tipo II, tienen unas cadenas de miosina con isoformas que generan
ciclos de los puentes cruzados de manera rapida y como consecuencia una gran fuerza y
velocidad en las contracciones. Dentro del grupo de las fibras tipo I, se encuentran las fibras
[IX que generan maxima velocidad en corto tiempo y son tres veces mas rapidas que las
fibras IIA (Rome et al, 1990; Rivero et al, 1999). Las fibras IIX estdn adaptadas para generar
mucha fuerza por un corto tiempo, porque tienen una capacidad oxidativa muy baja y una
disposicion de oxigeno muy limitada, esto se ve reflejado por unos puentes cruzados muy
grandes y una baja capilaridad. Las fibras tipo IIA en cambio, tienen una alta capilaridad y
una gran cantidad de mitocondrias, generando un alto metabolismo oxidativo y glucolitico,
teniendo la capacidad de generar un movimiento sostenido y con fuerza, por un tiempo mas
prolongado que las fibras IIX. Las fibras hibridas que se conocen como fibras IIAX tienen
propiedades metabdlicas e histoquimicas intermedias entre las fibras llA y las [IX (Quiroz et
al., 2001; Kline, 1987). Ademas de la clasificacién por la isoforma de las cadenas de miosina
existen otros aspectos que ayudan a mantener las caracteristicas funcionales de los tipos
celulares de los musculos, como es la capacidad de sintesis proteica (Booth et al., 1996).
Cada uno de estos tipos celulares se caracteriza por tener una actividad metabdlica diferente
y son estas capacidades metabdlicas, lo que les permiten trabajar bajo diferentes tipos de
actividades y es por esto que se especializan y se reclutan mediante procesos plasticos,
dependiendo del estimulo que se imprima en el musculo esquelético (Booth et al., 1996).

La actividad enzimdtica glicerol 3 fosfato deshidrogenasa (GPDH), ha sido utilizada como un
marcador indirecto del potencial glucolitico de las fibras musculares, ya que la GPDH se
correlaciona con otras enzimas de la glucdlisis (Miyata et al, 1999). La GPDH esta involucrada
en las vias glucoliticas, interactuando con la transferencia de NADH (Nicotinamida Adenina
Dinucledtido en su forma reducida) de la glucdlisis en el citosol en FADH (Dinucleétido Flavin
Adenina en su forma reducida) en las mitocondrias del musculo esquelético (Quiroz et al.,
2001). El metabolismo de la fibra se determina al evaluar la actividad de la succinato
deshidrogenasa (SDH), enzima que se localiza en la membrana interna mitocondrial y que se
usa como marcador de la capacidad oxidativa, ya que se relaciona con la cantidad total de

mitocondrias. Las fibras identificadas de acuerdo a su reaccién a mATP-asa y SDH se
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clasifican segun Peter, et al, (1972) en fibras oxidativas lentas, fibras que reaccionan
fuertemente a mATP-asa después de pre-incubacién acida y actividad SDH, fibras glucoliticas
oxidativas rapidas (FOG, fibras que no reaccionan a mATP-asa, después de pre- incubacion
acida y que reaccionan con intensidad moderada a SDH) y fibras glucoliticas rapidas (FG,
fibras que no reaccionan a mATP-asa, después de pre-incubacion acida y que reaccionan con

intensidad baja a SDH) (figura 1y cuadro 1).

Cuadro 1. Principales caracteristicas del musculo esquelético en el caballo.
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Figura 1. Cortes de musculo gliteo medio con
tinciones inmunohistoquimica, histoquimica e
histoldgica, para su clasificacion y andlisis (Quiroz et

al., 2001).

1.5 Tinciones histoldgicas e histoquimicas

Las tinciones histoldgicas e histoquimicas comunmente utilizadas son hematoxilina —eosina
(HE) (Dubowitz 1985), miosin-ATPasa con pre-incubaciones acidas y alcalinas a distintos pH
(Brooke, 1970), succinil deshidrogenada (SDH), glicerol fosfato deshidrogenada, &acido
periédico de Schiff (PAS), a PAS amilasa. La HE permite determinar las caracteristicas
morfoldgicas, contabilizar los nucleos, verificar la arquitectura fibrilar, y el diametro

trasversal. Dependiendo de la especie y del musculo a analizar existe un rango de labilidad
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de pH para la demostracion de la actividad mATPasa, ademas la temperatura del medio de
pre-incubacién puede cambiar completamente el patrén histoquimico de tincién del
musculo (Guth, 1970; Erzen, 1986). Se menciona que es conveniente realizar variaciones de
una décima de este pH en la preincubacidn acida. La combinacién 6ptima de valores de pH
del medio de preincubacién, es definida como aquella que proporciona el mejor contraste
para la diferenciacion de los tres tipos principales de fibras (Lépez Rivero, 1988). Con la
técnica de mATPasa 4acida se identifican fibras oscuras acido labiles (tipo 1), acido labiles
claras (tipo lIA) y ligeramente acido labiles, intermedias (tipo 1IX). Esta técnica se ha
correlacionado directamente con la velocidad de contraccion muscular (Lopez Rivero, 1988).
Mediante la tincion de SDH o NADH tetrazolium reductasa (NADH-TR) (Dubowitz; 1985;
Brooke, 1970), se pueden diferenciar fibras de reaccién oxidativa. La capacidad glucolitica de
las fibras se indica con una tincién oscura indicada por la precipitacidon catalizada por la
enzima alfa-glicerofosfato deshidrogenasa (aGPDH). Las modificaciones a esta técnica de

Sigel (1969), permite diferenciar diferentes tonalidades de intensidad reactiva.

1.6 ANESTESIA

1.6.1 Xilacina

Este farmaco esta clasificado dentro del grupo de los alfa 2 adrenérgicos. Estos farmacos se
caracterizan por ser excelentes sedantes y analgésicos. Y su poder de analgesia es mejor,
incluso que el de los analgésicos opidceos (Greene, 1988). Los efectos de estos agentes son
dosis-dependientes y su manifestacion es rapida: 3-5 min después de aplicarlos por via .V y
10-15 min después de la aplicacién intramuscular (IM) (Greene, 1988). Sus efectos sedantes
son evidentes, lo que los ha convertido en los tranquilizantes pre-anestésicos de primera
eleccidon en caballos. La sedacién que se logra es profunda, pero es dosis dependiente. El
caballo baja la cabeza y cuello e incluso intenta recargar la cabeza, los parpados y belfos se

relajan y la deambulacidn es vacilante por la ataxia que inducen, dado que estos agentes son
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relajantes musculares (Matthews 1991). La xilazina (0.5-1.1 mg/kg) produce un decremento
tanto en la frecuencia respiratoria como en el volumen corriente; por ende, el volumen
minuto y la PaO, disminuyen (por debajo de 80 mmHg), mientras que la PaCO, puede
incrementarse pasajeramente (mayor a 35 mmHg), regresando a valores basales en unos
minutos si el caballo no es anestesiado (Sarazan, 1989). Los agonistas a-2 adrenérgicos
inducen un decremento de la presién arterial con ligera bradicardia dosis dependiente (20-
22 latidos/min), seguido de una elevacién de la presion arterial y finalmente una
normalizacién de la frecuencia cardiaca y tension arterial en 15- 20 min. Estos fendmenos
son mas marcados con la aplicacidn intravenosa (1V) de los agentes a-2 agonistas que con la
inyeccion intramuscular (Lumb, 1999). Estas respuestas estdn mediadas inicialmente por
barorreceptores, vasoconstriccion periférica y por activacion parcial o completa de
receptores a-1y a-2 adrenérgicos, responsables de la constriccién de la cama capilar (Lumb,

1999).

1.6.2 Ketamina

La ketamina constituye un anestésico derivado de las ciclohexilaminas, que es referido como
disociativo (Dyke, 1993; Aubin, 2002). El término “anestesia disociativa” se refiere a que el
uso de ketamina, en pacientes humanos, es descrita como una disociacidon funcional y
electrofisioldgica entre los sistemas limbico y talamo-neocortical (Domino 1965). Deprime la
corteza cerebral y el tdlamo, mientras que estimula el sistema limbico como el hipocampo, y
produce una desorganizacion funcional de las vias del cerebro medio y las 4areas
taldmicas(Domino 1965). La ketamina como anestésico Unico produce un estado cataléptico
con nistagmus y reflejos intactos en la cornea y reflejo pupilar a la luz (White, 1982). Es un
potente analgésico a concentraciones plasmaticas subanestésicas y sus efectos analgésicos y
anestésicos pueden ser mediados por diferentes mecanismos. La analgesia puede ser debida
a una interaccidén entre la ketamina y receptores opidceos tanto centrales como medulares
(Bion, 1984).

La caracteristica y valor fundamental de la ketamina es el que se trata del unico anestésico
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con accidn simpatico mimética, que produce estimulacion del sistema cardiovascular, tanto
a nivel de corazdén como en las resistencias periféricas (Toft, 1987). Numerosas publicaciones
reportan aumento de todas las constantes: frecuencia cardiaca, presién arterial sistémica,
resistencias vasculares sistémicas, presion arterial pulmonar y resistencias vasculares
pulmonares (Reves, 1987). La ketamina produce minima depresion respiratoria. Se han
encontrado periodos de incremento ventilatorio alternado con periodos de apnea, sin
alterar en ningun momento la normalidad de la PaCO, expirado (Burrows, 1986; Bourke
1987). Aunque la ketamina sola produce un incremento en el tono muscular, esta aumenta
la accién de los bloqueadores neuromusculares como succinilcolina White, 1985). Cronnelly
(1973) postulé que la ketamina decrementa la sensibilidad de la placa motora terminal,
mientras que Marwaha (1980) reporta que la molécula inicialmente potencia, y luego

bloquea la respuesta de contraccidn a la estimulacién muscular directa.

1.6.3 Combinacion anestésica: Xilacina-ketamina

La combinacidn anestésica de xilacina-ketamina es una de las combinaciones mas utilizadas
en la practica diaria para procedimientos quirdrgicos de corta duracion en la medicina
equina (Carranza, 1995; Torres, 2006). El paciente permanece con los ojos abiertos,
mantiene el reflejo tusigeno, corneal y de deglucién. Con esta combinacién (xilacina-
ketamina), los parametros fisioldgicos cardiovasculares (frecuencia cardiaca, presién arterial,
gasto cardiaco) disminuyen inmediatamente después de la aplicacién de los farmacos, pero
después regresan a sus rangos normales y se mantienen estables a dosis de 1.1mg/kg y
2.2mg/kg respectivamente (Aubin, 2002).

Aunque se observa un patréon apnéustico no se llega a la apnea completa. Sin embargo, la
ketamina induce una muy mala relajacion muscular, e incluso aumenta el tono muscular
general, en un efecto parecido a un estado convulsivo. Por ello no debe usarse como Unico
agente anestésico en caballos (Wan, 1992; Waterman, 1987). La pre-medicacién con xilacina
produce relajacion muscular y sedacidon que son necesarias para complementar el efecto de

la ketamina cuando se es aplicada por via intravenosa (IV), una vez que se ha logrado la
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tranquilizacién en el caballo. Es comun encontrar con esta combinacidn, alteraciones
cardiovasculares minimas. La combinacién causa una acidosis moderada con un decremento
evidente en la PaO, (57-70 mmHg). Para lograr el mejor efecto de esta combinaciéon
(xilacina-ketamina), se aconseja administrar la ketamina, hasta haber logrado los efectos de
sedacién con el alfa 2 adrenérgico. (Cuvelliez, 1995; Broke, 1990). Los caballos adoptan el
decubito en tan sélo 90 a 120 segundos y la anestesia dura 15 a 20 min, aproximadamente.
Es importante mencionar que si no se administran secuencialmente la xilacina, y luego la
ketamina, se tendra tetania, rigidez, excitacion y finalmente inmovilidad de poca utilidad

para la cirugia (Muir, 1991).

1.6.4 Isoflurano

En caballos los anestésicos inhalados, como el isofluorano, se utilizan para producir
anestesia general. Posee un minimo de efectos adversos en los sistemas nervioso central,
cardiovascular, respiratorio y muscular, aun en pacientes en estado critico (Bowen, 1986). El
isofluorano se considera como uno de los anestésicos generales inhalados con mejores
propiedades clinicas: Rapida induccidn, con amplio margen de seguridad, cambios rapidos
en la profundidad de la anestesia, buena relajacion del musculo estriado y recuperacion
rapida y sin excitacién (Benson 1992). Durante este periodo hay una excelente coordinacién
muscular al incorporarse y aun no se han documentado efectos toxicos a dosis terapéuticas
(Benson 1992). En los procedimientos quirurgicos de media y larga duracion, el uso de la
anestesia inhalada resulta mds adecuada debido las ventajas que proporcionan los
anestésicos inhalatorios frente a los parenterales. No obstante, para utilizar cualquier
anestésico inhalado, se requiere de la administracion previa de una combinacién anestésica
inyectable, como lo es la combinacion de xilacina y ketamina. La administracion de
anestésicos inhalados favorecen el manejo de la profundidad anestésica, sin embargo los
ajustes de la profundidad anestésica son relativamente mas lentos a comparacién con otras
especies como perros y gatos (Steffey et al., 2003). Los anestésicos inhalados, no estdn

desprovistos de efectos secundarios, y la sobredosificacién produce depresion
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cardiovascular o respiratoria (Steffey Et al., 2003). Muchos estudios han demostrado que
debido al uso del Isoflurano, la perfusién muscular se reduce tanto a nivel arterial como
microvascular, ademas de ser asociado con una disminucién en el gasto cardiaco y la presion
arterial media.

La hipotensiéon (PAM <70 mmHg) es basada en muchos estudios clinicos en caballos
anestesiados con halotano (Richey et al, 1990) en el cual la presién arterial media se
mantiene por debajo de 70mmHg en donde se asocia a un incremento en el riesgo de una
miopatia post-anestésica debido a la hipoperfusion muscular.

En varios estudios, investigadores encontraron que la perfusiéon muscular con Isoflurano es
mayor, incluso cuando la presion arterial y los niveles de oxigeno son bajos. Esto indica que
existe una menor incidencia de miopatia post-anestésica con este agente (Cribb, 1998;
Dunlop et al., 1987). Sin embargo en otros estudios, Raisis, et. al; 2000 b; Steffey Et al., 2003;
Kronen, 2003; Raisis, 2005, hallaron que el isoflurano es mas hipotensivo que el halotano,
aunque el gasto cardiaco y la perfusion fueron mayores. Esto sugiere que el gasto cardiaco
tiene un mayor efecto sobre la perfusion muscular que con la presién arterial y explica en
parte que la incidencia de miopatia post-anestésica es mas baja en caballos hipotensos

durante la anestesia con Isoflurano.

1.6.5 METABOLISMO MUSCULAR DURANTE LA ANESTESIA

El estudio del metabolismo muscular en el equino durante la anestesia, se ha enfocado a
evaluar los cambios enzimaticos como lactato, electrolitos y sustancias propias del estrés
(cortisol y las catecolaminas) en sangre durante y después de la anestesia (Lindsay et al,
1980; White NA, 1986; Robertson, 1987; Richey MT, et al, 1990; Luna et al., 1996). En estos
estudios, se ha visto que durante la induccion y la recuperacién existe una asociacion en el
incremento sanguineo de acido lactico y ureico, lo cual es un indicativo de la respuesta
anaerdbica del metabolismo muscular. Edner (2005), mediante las técnicas de fluometria,
Doppler y biopsias musculares, evalué el metabolismo muscular, donde se presentdé un
aumento en el lactato plasmatico debido a la hipoperfusién, infiriendo que este problema

podria ser el principal factor en el incremento del lactato como resultado de la hipoxia e
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incluso de la isquemia muscular. Una disminucién en la creatinin fosfatasa (CP) en el
musculo, indica que el ATP ha sido regenerado mediante el desdoblamiento de este fosfato.
Si los niveles de ATP también se encuentran disminuidos hay indicios de que existe una
situacion de estrés metabdlica que se ha desarrollado como resultado de una limitacién en
el restablecimiento de la sintesis de ATP de otras rutas metabdlicas (Edner A. et al; 2005).
Los cambios musculares a nivel metabdlico después de la anestesia prolongada por
inhalacién se deben a una disminucion en el suministro de oxigeno, provocado por la
hipoperfusion (Duke et al., 2006). El uso de la combinacién anestésica de xilacina-ketamina
e isoflurano existe un aumento de la presion intracraneana, hiperglicemia, hipoinsulinemia,
incremento transitorio de la ADH en plasma, aumento de la diuresis, glucosuria, aumento de
la excrecién urinaria de Na®, K¥, y CL, hipotermia en potros y una disminucién pasajera del
flujo sanguineo en musculo esquelético (Mama et al., 1998, Nuiiez E, Garcia A, 2000).

Con respecto al uso de los relajantes musculares como la xilacina; actia a nivel de la
membrana celular muscular: interrumpe la transmisién neuromuscular produciendo una
despolarizacion mas prolongada de la placa motora. La relajacién se obtiene manteniendo la
fibra despolarizada. El estado de relajacidn cesa cuando el relajante es eliminado de la placa
terminal por medio de la enzima pseudocolinesterasa. En humanos, el estado de relajacion
es muy pronunciado pero de corta duracién (Bevan, 1995). En este mismo sentido se sabe
que los cambios a nivel metabdlico que se pueden presentar son la hipertermia maligna
(HM), que es un trastorno provocado por agentes como los anestésicos volatiles (Halotano,
Isoflurano) y los relajantes musculares despolarizantes (xilacina), que inducen una respuesta
hipermetabdlica en el musculo esquelético (Robinson et al.,, 2006). Aunado a ello, esta
patologia es autosomica y mas de 200 mutaciones han sido identificadas en el receptor de
rianodina 1 (RYR1) de genes que se expresan en el musculo esquelético (Stowell, 2008;
Robinson et al., 2006). De esta manera existen numerosos estudios que han demostrado que
muchos de los anestésicos volatiles como el Isoflurano y el halotano, activan el receptor
RYR1, lo cual provoca cambios a nivel de la membrana celular muscular, liberando el calcio

del reticulo sarcoplasmico al espacio extracelular (Kunst et al.,1999. Matsui et al., 1991).
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Durante la anestesia con Isoflurano, se ha observado que existe un aumento en el lactato,
posiblemente debido a la hipoperfusién como ya se ha mencionado anteriormente (Edner
et al., 2005). La hipoperfusién puede conducir a un aumento de la produccién de lactato
como consecuencia de la hipoxia o incluso isquemia. La hipoperfusion puede ser general y se
ha demostrado que se produce durante la anestesia con isoflurano (Weaver, 1984) o puede
ser localizada en cualquier musculo que se encuentre ceilido durante la anestesia (Goetz,

1989).

2. HIPOTESIS

El fenotipo celular de las fibras musculares en el caballo, se pueden modificar desde el punto

de vista morfoldgico, metabdlico y contractil durante la anestesia inhalada.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Conocer las caracteristicas fenotipicas celulares del musculo esquelético del caballo durante

la anestesia inhalada utilizando el protocolo anestésico de xilacina-ketamina-isofluarno.

3.2 Objetivos particulares

Determinar el tiempo en el que se presentan los cambios estructurales o morfoldgicos,

metabdlicos y contractiles de las fibras musculares, y asi mismo correlacionar estos cambios

entre los caballos colocados en decubito dorsal y decubito lateral.
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4. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se estuvo basado de acuerdo a las normas de la legislacion Mexicana
vigente para el uso de animales de experimentacién NOM 062-200- 1999 y de acuerdo a la
normatividad aprobada por el Subcomité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales para

Experimentacién (SICUAE).

4. 1 Manejo de los animales

Se realizd un muestreo no probabilistico, en el cual se incluyeron 5 caballos clinicamente
sanos (cuatro hembras y un macho), criollos, con un rango de edad de 5 a 7 afios (SD + 0.83)
y un peso promedio de 300 kg (SD + 48.2). Para determinar el estado de salud de los
animales se realizé un examen fisico general y pruebas complementarias como hemogramas
y quimica sanguinea.

Los caballos fueron alimentados con forraje de avena y agua add-libitum, y se mantuvieron
en condiciones adecuadas de estabulacidon durante la investigacion en el Hospital del
Departamento de Medicina, Cirugia y Zootecnia para Equidos de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, donde se llevé a cabo el estudio experimental.

Los caballos fueron muestreados antes y durante la anestesia, donde los parametros basales

se tomaron de los caballos que fueron muestreados antes de la anestesia y se compararon
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con los datos obtenidos cuando los mismos caballos fueron colocados en decubito dorsal y

decubito lateral durante la anestesia.

4.2 Obtencidon y manejo de las biopsias musculares antes de la anestésia

La obtencidn de las muestras de los caballos antes de la anestesia se realizé6 una semana
antes de cada proceso anestésico. Se obtuvieron 5 muestras del musculo gliteo (una por
cada caballo): se rasurd y se realiz asepsia en un drea de 5cm’. Se administréd 1ml de
lidocaina intradérmica en un espacio de 3cm lineales. Se realizé una incision de 3cm con una
navaja para bisturi del No. 12 sobre la piel hasta encontrar las fascias musculares. Posterior a
este procedimiento, mediante el uso de tijeras de Mayo rectas y pinzas de Alis, se
obtuvieron las muestras musculares de 1cm?® a una profundidad de 3cm, aproximadamente,
la muestra muscular se colocd por unos minutos en una gasa con solucién salina fisioldgica,
un par de minutos, para permitir la relajacion de las fibras, y se recubren sobre el émbolo de
una jeringa pequefia con una solucidn de Tissue-Tek OCT compound a fin de proteger la
integridad celular. Se procedié entonces a congelar de manera indirecta la muestra de
acuerdo a la técnica de Dubowitz (1973) modificada. La muestra se colocé dentro en un vaso
de precipitado (100ml) una cantidad suficiente de 2 metilbutano (isopentano). Este vaso se
introdujo en un termo tipo Colleman el cudl contiene nitrégeno liquido (-196° C). Para ello
fue importante no permitir que el nitrégeno contamine el isopentano. Este hidrocarburo se
dejo enfriar durante unos minutos observando el escarchamiento o congelacion del fondo y
paredes del vaso de precipitado, en este momento se introdujo la muestra muscular en el
isopentano para lograr su congelacion indirecta y evitar el posible dafo celular que se puede
ocasionar por el enfriamiento rapido. Con esto se evita la formacidn interfibrilar de
artefactos por congelacion. La muestra se dejé sumergida en el isopentano durante 2
minutos a -70°C; se identificaron y se colocaron en tubos Ependorf. Posteriormente se
congelaron en nitrégeno liquido a -196°C para su transporte al laboratorio donde se
almacenaron a -70°C en el laboratorio de genética molecular del Departamento de Genética

y Bioestadistica de la FMVZ-UNAM para su posterior procesamiento y analisis.
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4.3 Manejo anestésico de los caballos

Los 5 caballos fueron anestesiados dos veces colocandose en dos diferentes posiciones
(Decubito dorsal y decubito lateral) durante 120 min, existiendo una semana de descanso
entre cada procedimiento, realizando asi 10 procesos anestésicos. Previo al proceso de
induccién anestésica, se rasuré un drea de 2cm? en la arteria transversa facial, se realizé la
asepsia de la zona y mediante el uso de una jeringa de 1ml se obtuvieron las muestras
sanguineas para determinar los valores gasométricos arteriales (PaO,, PaCO, y pH).
Posteriormente, para la induccion de la anestesia, se colocd un catéter del No. 14 (Gx2”
51mm) en la vena yugular izquierda, previa asepsia y rasurado del area del tercio medio del
canal yugular. El catéter se sujetd mediante el uso de sutura no absorbible (acido
poliglicdlico) con puntos separados. En este, se conecté una extensidon para catéter
previamente heparinizada, con su respectivo tapon, la cual también fue sujetada con puntos
separados de sutura de nylon. De esta manera, se administré xilacina (1.1mg/kg, IV). Al
presentarse los signos caracteristicos por la administracién de este farmaco (5min después),
se administré ketamina (2.2mg/kg 1V). Una vez colocado el caballo en decubito (1min
después), se le introdujo un tubo endotraqueal previamente lubricado y se trasladd a la
mesa del quiréfano. Estando en la mesa de cirugia, se obtuvieron gases arteriales, para ello,
se realizé la asepsia en la arteria transversa facial y se introdujo un catéter del No. 20 donde
se colocd una llave de tres vias sujetada mediante tres puntos simples de sutura con nylon
del No. 00. La obtencién de estas muestras sanguineas arteriales se tomd a los 20, 60, 90 y
120 minutos y asi mismo las muestras musculares.

El mantenimiento de la anestesia se llevé a cabo con Isoflurano y Oxigeno (3ml/kg/min) a un
porcentaje entre 3 y 5% del dial del vaporizador para mantener un plano anestésico
adecuado. Para administrar el Isoflurano, se utilizé un circuito anestésico cerrado, conectado
al tubo endotraqueal mediante una pieza en “Y”. Durante la anestesia, se administré una
terapia de liquidos de mantenimiento (Solucién Hartman, 3ml/kg/hr). También, se

administré una infusidn continua de 250mg de dobutamina en 500 ml de solucién Hartman
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(dosis-efecto). Durante el procedimiento se realizd un monitoreo continuo (cada 5min) de
los pardmetros fisioldgicos de cada caballo (frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
presidn arterial media, saturacidn de oxigeno SO;, presidn arterial de oxigeno PaO,, presidn
arterial de diéxido de carbono PaCO, y pH). Después de los 120 minutos del proceso
anestésico y 5 minutos después de haber terminado, se trasladé al animal mediante la grua
del quiréfano a la sala de recuperacién, aqui se obtuvieron muestras gasométricas arteriales

una vez que el caballo se levanté.

4.4 Obtencion y manejo de las muestras musculares durante la anestesia

Durante la anestesia, las biopsias musculares se obtuvieron quirdrgicamente de los musculos
gue se encontraban por encima de la mesa quirdrgica (musculos semimembranosos). Para
ello previamente se rasurd y se realizd asepsia en un area de 10cm?; se hizo una incision de
3cm con una navaja de bisturi del No. 12 sobre la piel hasta encontrar las fascias musculares,
y mediante el uso de tijeras de Mayo rectas y pinzas de “Alis” se cortd a cada tiempo
establecido (20, 60, 90, 120 minutos) una muestra del tejido muscular de 1 cm?

aproximadamente, cada una, a una profundidad de 3 cm.

*El proceso de congelacion indirecta de las muestras se ha descrito anteriormente (4.2)

Durante la anestesia se obtuvieron 40 muestras: 20 durante la anestesia en decubito dorsal
y 20 en decubito lateral, ademas, 5 muestras antes de la anestesia, que en total sumaron 45

muestras musculares.

4.5 Manejo de las muestras musculares en el laboratorio

Para llevar a cabo las tinciones histoldgicas, las muestras musculares se procesaron en el
Laboratorio de Histologia de la Facultad de Medicina de la UNAM.

La Unica condicion para llevar a cabo este procedimiento es que las fibras estén orientadas

en una posicion transversal e identificar que la congelacidén se haya realizado de manera
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correcta mediante observacién directa en fresco o auxiliado de tinciones histoldgicas
(hematoxilina—eosina).

Estas muestras fueron cortadas de manera transversal con un criostato a -20°C donde se
realizaron 10 cortes seriados para cada muestra obtenida de los caballos antes y durante la
de la anestesia, con un grosor de 10 micras. Estas se colocaron en porta-objetos que fueron
previamente tratados con polilisina para mejora su permanencia en el portaobjetos. De esta
manera, se obtuvieron 300 cortes transversales seriados de los cuales se seleccionaron 60
(30 cortes de caballos en DD y 30 en de caballos en DL) y se estudiaron en casa uno 50 gibras

dando un total de 3000 celulas musculares analizadas.

4.6 Técnicas histoldgicas e histoquimicas

Las tinciones histoldgicas e histoquimicas que se utilizaron fueron hematoxilina — eosina
(HE), miosin-ATPasa (mATPasa) con pre-incubaciones acidas con un pH de 4.6, succinil
deshidrogenada (SDH), acido peryddico de Schiff (PAS) y a amilasa PAS. La HE permitid
determinar las caracteristicas morfolégicas y contabilizar los nucleos. Con la técnica de
mATPasa acida se identificaron fibras oscuras acido labiles (tipo 1), acido labiles claras (tipo
[IA) y ligeramente 4cido labiles, intermedias (tipo IIX). Esta técnica se ha correlacionado

directamente con la velocidad de contraccion muscular.

Mediante la tincién de SDH (Dubowitz, 1973), se pudieron diferenciar fibras de reaccidn
oxidativa. La capacidad glucolitica de las fibras se analizé con una tincién oscura debido a la
precipitaciéon catalizada por la enzima alfa-glicerofosfato deshidrogenasa (aGPDH). Las
modificaciones a esta técnica de Sigel (1969), permitieron diferenciar diferentes tonalidades

de intensidad reactiva.

Las muestras se analizaron con las técnicas histoldgicas previamente mencionadas, las cuales
permitieron realizar una caracterizacion fibra a fibra con base a su morfologia (arquitectura
fibrilar, cantidad de nucleos y capilares), caracteristicas contractiles (actividad mATPasa) y
metabdlicas (actividad oxidativa o glucolitica y determinacién de sustratos energéticos)

(Cuadro 2).
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4.7 Tipificacion de las fibras musculares

Para identificar el tipo de fibras se realizaron pruebas histoquimicas de mATPasa acida, la
cual dio tres diferentes rangos de densidad éptica. Dicha densidad se basa en lo siguiente:
las células mds obscuras corresponden a las fibras tipo |, el tipo llIA, son de densidad dptica
claras, y el tipo IIX corresponden a una tonalidad intermedia.

Cuadro 2.
Resumen de las tinciones utilizadas para el analisis estructural y metabdlico en el presente estudio

Tincion Histoldgica Objetivo de la aplicacion

HE (hematoxilina y Eosina) Observacion de la arquitectura muscular (area,
nucleos y capilares).

PAS (Acido Peryddico de Shiff) Visualizar el glucégeno del citoplasma

Alfa-amilasa PAS Observacion de la actividad glucolitica celular

GDP (guanosin di-fosfato) Enzima de marcaje para observar la capacidad
glucolitica de las fibras musculares.

SDH (Succinil Deshidrogenasa) Enzima de marcaje para observar la capacidad
oxidativa celular.

ATP asa acida (pH 4.6) Usado como marcador para la observacion de la
velocidad de contraccién de las fibras musculares.

Resumido de: Quiroz R. E. Rivero J.L.L. 2001, Blanco, 1988 y 1992, Martin T.P. 1985, Nwoye L. 1982

4.8 Andlisis de los cortes histologicos

A cada una de las laminillas tefiidas se les tomaron fotografias con una camara digital de alta
resolucion mediante un programa software MacBiophotonics Image J. version 1.412. De
todos los cortes histoldgicos donde se buscaron las mejores zonas (libres de artefactos) y
dentro de estas, procurando fotografiar la misma area celular con 50 miofibras en todas las
tinciones.

Con las imagenes digitalizadas, se llevd a cabo el analisis morfométrico visual de las células
musculares. La medicion de las formas de las células (morfometria), permite comprender
procesos fisiolégicos, patoldgicos o realizar el seguimiento de tratamientos, a través de los

cambios citoldgicos observados en diferentes tejidos. Ademas para realizar el estudio de las
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caracteristicas metabdlicas y contractiles de la fibra, se debe de determinar un valor
densidad éptica como referencia, es decir; se calculd un valor blanco en cada tincién que
fue considerado como valor minimo en cada muestra analizada, asi mismo la cuantificacion
de reacciones colorimétricas permite identificar determinadas estructuras, establecer su
nuimero o area de tincién y su densidad dptica (Wells 1993). Para ello, se eligieron 50
miofibrillas para su andlisis (area de la célula, cantidad de nucleos, capilares y densidad
Optica OD), se asignd un numero a cada célula del 1 al 50. Posteriormente, por medio del
programa mencionado anteriormente, se roded el borde de cada célula con la ayuda de una
Wacom (tableta magnética para disefio), con el propdsito de tener una mayor precision al
momento de delimitar el area de la misma; de esta manera se obtuvo el drea total de la
miofibrilla en micrémetros (um) y la densidad dptica (OD) de las células mediante el punteo
de las mismas con el lapiz magnético. Estos datos posteriormente se colocaron a una hoja de

calculo (Windows Excel 2007) para su posterior andlisis.

4.9 Analisis estadistico

Se utilizé un programa (InfoStat-Statistical Software Inf) donde se hicieron cdlculos de
estadistica descriptiva, medias y errores estandar de la media del area transversal fibrilar,
numero de capilares, nucleos, asi como de los valores obtenidos de la densidad optica del

metabolismo celular.
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5. RESULTADOS

A continuacién se muestran los datos del comportamiento fisiologico de los caballos durante

la anestesia:
Promedio de las constantes fisioldgicas de los caballos
anestesiados en decubito dorsal
Constante VR Control 20’ 60’ 90’ 120’
FR 8- 20 12 8 7 6 5
FC 30-45 39 35 42 44 38
PAM(mmhg) 70-110 sd 66-71 68-73 69-76 60-66
SpO0;, (%) 91.6 sd 98 97 95 93
PaOy(mmkg) 66.6 66.1 142 135 114 101
PaCO;mmig) 36.1 33.6 70 63 74 72
pH 7.4 7.4 7.1 7.1 7.1 7.1
Promedio de las constantes fisioldgicas de los caballos
anestesiados en dectbito lateral
Constante VR* Control 20’ 60’ 90’ 120’
FR 8- 20 11 8 8 9 9
FC 30-45 39 36 48 49 49
PAM(mmhg) 70-110 sd 74-80 70-80 74-79 67-74
SpO; %) 91.6 sd 98 97 98 97
Pa0,(mmHg) 66.6 64 214 256 233 218
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PaCOymmg) 36.1 33 57 50 56 57
pH 7.4 7.4 7.2 7.3 7.3 7.2

Nomenclatura:

PAM (Presion arterial media), SpO, (Saturacidn de la presidn de oxigeno con respecto a la hemoglobina),
Pa0O2 (Presion arterial de oxigeno), PaCO, (Presidn arterial de diéxido de carbono), pH (potencial de
hidrogeno).

VR: Constante fisiolégica de caballos a la altura de la Ciudad de México (2240msnm) de pie.

* Garcia L.A et al. The influence of Butorfanol dose on characteristics of xylazine-butorfanol-propofol anesthesia in
Lg horses at altitude. Vet Ana and Anal. 2006: 33, 104-110.

a S

anestesiados en decubito dorsal, a comparacién de los caballos anestesiados en decubito
lateral donde las constantes fisioldgicas se mantienen en su mayoria dentro de los

pardmetros normales y/o valores de referencia.

Se analizaron 50 miofibras por cada corte muscular, de las cuales los caballos muestreados
antes de la anestesia, el 90% son fibras tipo |, el diez por ciento restantes son fibras tipo IIX.
Para los caballos colocados en decubito dorsal (DD), el 86.5% son fibras tipo |, el 13.4% son
fibras tipo IIX y el 0.1% son fibras tipo IIA. Con respecto a los caballos anestesiados en
decubito lateral (DL), el 81% son fibras tipo I, mientras que las fibras tipo IIX representan el
18.33% vy finalmente el 0.66% son fibras tipo IIA (grafica 1). Cabe destacar que estos
porcentajes difieren en el porcentaje debido a que no se muestreo la misma zona del

musculo por lo que el porcentaje en el tipo de fibras varia.

5.1 Arquitectura fibrilar:

En la arquitectura celular se evalud la cantidad de nucleos celulares, nimero de capilares y el
, Sl . .y, 2 . .

area transversal, esta ultima medida en micrémetros (um?®), considerando el tiempo de
duracién de la anestesia (120 min) y la posicién de los caballos durante la misma, es decir:
caballos antes de la anestésia (AA), caballos en decubito dorsal (DD) y caballos en dectbito

lateral (DL).

Area transversal celular
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Caballos antes de la anestesia

Los datos obtenidos con respecto a la media y desviacidn estandar de las fibras tipo |, tipo
[IA y tipo IIX se pueden observar en el cuadro |. Asi mismo podemos ver que en la grafica 2
las fibras musculares tipo IIX presentan una mayor area transversal con respecto a las fibras
tipo | y llA, no obstante las fibras tipo IIX se presentaron en menor cantidad que las tipo |
(grafica 2).

Caballos en decubito dorsal

La media y desviacidon estandar del drea transversal de las fibras muscualres para los caballos
anestesiados en decubito dorsal para las fibras tipo I, II1A y lIX se observa en cuadro Il. El area
transversal de las fibras musculares tipo | para los caballos anestesiados en DD existe una
disminucién en todos los tipos de fibras (cuadro Ill). En las fibras tipo IIA existe un aumento
en el area transversal que se presenta a los 90 minutos de la anestesia y en las fibras tipo 11X
el drea transversal disminuye por debajo de su estado basal a los minutos 20, 60, 90y 120

(grafica 3).

Caballos en decubito lateral

Se puede observar que al minuto 20 y 60 se presenta una disminucion del area transversal
de las fibras tipo I. Hacia el minuto 90 y 120 de la anestesia estas fibras aumentan su
tamafio aunque no hay mucha diferencia en el minuto 120. Las fibras tipo IIA presentaron
un aumento en el minuto 20, después al minuto 60 y 90 donde se observa una disminucién
de la misma (grafica 3). El drea transversal de las fibras tipo 11X disminuyd a los minutos 20,

60 y 90, aumentando su area transversal al minuto 120 (cuadro Ill).

Densidad capilar fibrilar

Caballos antes de la anestesia
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Los datos obtenidos con respecto a la media y desviacidn estandar de las fibras tipo |, tipo
[IA y tipo 11X, la densidad capilar para los caballos de pie (AA), se pueden observar en el

cuadro | y grafica 4.

Caballos en decubito dorsal

La media y desviacion estandar de la densidad de capilares para los caballos anestesiados en
decubito dorsal para las fibras tipo I, IIA y IIX se observa en cuadro Il. Los datos obtenidos
indican que existid un aumento en el numero de capilares en las fibras tipo | a los minutos
60, 90 y 120 que estan por encima de sus valores basales (grafica 4 Y 5) mientras que al
minuto 20 esta se mantiene muy cerca de su estado basal. Para las fibras tipo IIX estos
valores se notan aumentados durante toda la anestesia, por encima de su estado basal

(grafica 5).

Caballos en decubito lateral

Podemos ver, que en las fibras tipo | la densidad de capilares se mantiene en su estado basal
al minuto 90 y aumentando en el resto de los tiempos. Para las fibras tipo IIA, se observa un
aumento con respecto a su estado basal en el tiempo 20 y una disminucién a los minutos 60
y 90 (cuadro Ill). Con respecto a las fibras tipo IIX estas se aumentaron a los minutos 20,90y
120, pero al minuto 60 este valor se mantiene muy cerca de su pardmetro normal (grafica 4

Y 5).

Densidad de nucleos celulares

Caballos antes de la anestesia.

Los datos obtenidos con respecto a la media y desviacidn estandar de las fibras tipo |, tipo
[IAy tipo IIX con respecto a el nUmero de capilares para los caballos antes de la anestesia, se

pueden observar en el cuadro |, grafica 6.

Caballos anestesiados en decubito dorsal
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La densidad de nucleos para las fibras tipo | se puede observar que esta aumenta en los
minutos 20 y 60 de la anestesia, sin embargo este parametro se mantiene muy cerca de de
su estado basal a los minutos 90 y 120 del proceso anestésico. Con respecto a las fibras tipo
[IA también se denota un amento de la densidad de capilares por encima de su valor basal.
Asi mismo, existe un aumento en esta densidad de nucleos a los minutos 20, 60 y 120,

manteniéndose igual que el pardmetro basal al minuto 90 (grafica 7, cuadro lll).

Caballos anestesiados en decubito lateral

Los caballos anestesiados en DL se observa una disminucién de la densidad de nucleos
celulares durante toda la anestesia (cuadro Ill). Las fibras tipo IlA, solo presentan
modificaciones a los minutos 60 y 90 no existiendo valor para el minuto 120 pues durante el
analisis no se encontraron fibras tipo IIA en este tiempo. Las fibras tipo 11X se nota un

aumento de los nucleos en todo el proceso anestésico en los tiempos (Cuadro Il y grafica 7).

5.2 Metabolismo de las fibras musculares
A continuacién se muestran los resultados estadisticos de las tinciones que se utilizaron para

evaluar el metabolismo celular durante el proceso anestésico:
PAS (Acido Peryddico de Shiff)
Para estas variables la escala de medida se realizé6 mediante a la densidad éptica (OD) de las

células con respecto a la tincidn.

Caballos antes de la anestesia

Los datos estadisticos arrojados con respecto a la media y desviacidén estandar de las fibras
tipo I, tipo lIA y tipo 11X con respecto a la densidad dptica (DO) de la cantidad de glucégeno

para los caballos antes de la anestesia, se pueden observar en el cuadro |, grafica 8.

Caballos anestesiados en decubito dorsal
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En los tres tipos de fibras (1, 1A y 11X) analizadas para esta prueba histoldgica, se observa que
en la cantidad de glucégeno intracitoplasmatica se encuentra por debajo de sus valores

basales, siendo el mas bajo al minuto 120 de las fibras tipo IIX (grafica 9).

Caballos anestesiados en decubito lateral

Al igual que los caballos anestesiados en decubito dorsal (DD) los tres tipos de fibras en los

caballos en DL se encuentran por debajo de sus parametros normales (cuadro Il y gréfica 9).

Alfa PAS

Caballos antes de la anestesia

Los datos estadisticos arrojados con respecto a la media y desviacidén estandar de las fibras
tipo I, tipo IIA y tipo 11X con respecto a la densidad éptica (DO) de la actividad glucolitica

para los caballos antes de la anestesia, se pueden observar en el cuadro |.

Caballos anestesiados en decubito dorsal

En los tres tipos de fibras (I, 1lA y IIX) para los caballos anestesiados en DD la actividad
glucolitica se observa disminuida en todos los tiempos muestreados durante la anestesia

(gréficas 10y 11).

Caballos anestesiados en decubito lateral

Al igual que los caballos en DD este parametro se ve afectado pues se observa una evidente
disminucién de la actividad en todas las fibras musculares muestreadas durante los 120

minutos de anestesia (grafica 11).

5.3 Resultados de las pruebas de histoquimica

Alfa GDP

Caballos antes de la anestesia
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Los datos estadisticos arrojados con respecto a la media y desviacidén estandar de las fibras
tipo 1, tipo 1A y tipo IIX con respecto a la densidad éptica (DO) de la capacidad glucolitica

para los caballos antes de la anestesia, se pueden observar en el cuadro I.

Caballos anestesiados en decubito dorsal

La capacidad glucolitica de las fibras musculares de los caballos anestesiados en decubito
dorsal se observan variaciones o cambios a los minutos 60, 90 y 120 en las fibras tipo I,
donde se observa una disminucién de la misma. Asi mismo las fibras tipo IIA al minuto 90 se
observa una disminucidn considerable con respecto a los valores basales, sin embargo no se
considera significativa pues el nimero de fibras que se evaluaron fue de n=1. Con respecto a
las fibras tipo IIX se observa una disminucién en la capacidad glucolitica al minuto 60, 90 y

120 (gréfica 13, cuadro lll).

Caballos anestesiados en decubito lateral

En las fibras tipo | para los caballos anestesiados en DL existen cambios en los minutos 90 y
120 donde se observa un aumento y una disminucion del mismo a los minutos 20y 60. En las
fibras tipo IIA no se puede realizar una comparacidn pues en los caballos muestreados antes
de la anestesia no se pudieron obtener datos al respecto, tal vez esto debido a algun error
en el manejo de las muestras o simplemente se hallaron este tipo de fibras. En las fibras tipo
[IX existe un aumento de la capacidad glucolitica a los minutos 90 y 120 de la anestesia con
respecto a los valores basales y una diminucién del mismo al minuto 60 (grafica 13 y cuadro

).

SDH (Succinil deshidrogenasa)

Caballos antes de la anestesia

Los datos estadisticos arrojados con respecto a la media y desviacion estandar de las fibras
tipo I, tipo IIA y tipo 11X con respecto a la densidad éptica (DO) de la capacidad oxidativa

para los caballos antes de la anestesia, se pueden observar en el cuadro |.
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Caballos anestesiados en decubito dorsal

En las fibras tipo | se observan disminuciones en la capacidad oxidativa en todos los tiempos
que fueron muestreadas, teniendo que su densidad éptica o capacidad oxidativa mas baja
se presenta al minuto 60 de haber iniciado la anestesia. Para las fibras tipo IIA se observa
una disminucién en la capacidad oxidativa de estas fibras al minuto 90, sin embargo el
numero de la es de n=1. Al igual que las fibras tipo I, en las fibras tipo IIX las fibras
musculares durante toda la anestesia presentaron una disminucion de la capacidad oxidativa

(grafica 15, cuadro Il1).

Caballos anestesiados en decubito lateral

En las fibras tipo | la capacidad oxidativa de las fibras musculares se observa disminuida
durante toda la anestesia. Las fibras tipo IIA la capacidad oxidativa aumenta a los minutos
60y 90 y es disminuida a los minutos 20; no existen datos para el minuto 120 pues durante
el muestreo no se obtuvieron este tipo de fibras. Durante la anestesia se observa que hay un
aumento en esta capacidad para las fibras tipo 11X al minuto 60, pero el resto de los minutos

existe una disminucion de la capacidad oxidativa (grafica 15 y cuadro Ill).

ATPasa Acida

Caballos antes de la anestesia

Los datos estadisticos arrojados con respecto a la media y desviacidén estandar de las fibras
tipo 1, tipo lIA y tipo IIX con respecto a la densidad dptica (DO) de la velocidad de

contraccion para los caballos de pie, se pueden observar en el cuadro |, grafica 16.

Caballos anestesiados en decubito dorsal

Los tres tipos de fibras (I, IIA, 1IX) que se evaluaron con respecto a la velocidad de
contraccion en los caballos anestesiados en decubito dorsal, se observa que se presenté

durante toda la anestesia una disminucién en la capacidad contractil con respecto a los
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datos basales establecidos por los caballos muestreados antes de la anestesia (grafica, 16,

17, cuadro Il y III).

Grupo decubito lateral

Al igual que en las fibras musculares de los caballos anestesiados en DD, los caballos en DL
presentan una disminucion de esta reaccion, sin embargo se puede observar un aumento de
la misma en los minutos 210 de las fibras tipo I. Con respecto a las fibras tipo IlA se observa
un aumento en los minutos 20 y en el resto de los mismos una disminucién. Para las fibras
tipo IIX disminuye la capacidad contractil en los minutos 60 y 90, permanece igual al minuto
120 y aumenta al los 20 minutos de haber iniciado la anestesia (grafica 17, cuadro Il y Ill).

6. DISCUSION

La mayoria de los trabajos se han enfocado a analizar la adaptacion muscular del caballo
después de la anestesia, estudiando las enzimas séricas relacionadas al musculo esquelético
y sus cambios a nivel fisioldgico. Por otra parte, existen estudios en donde solo detallan las
modificaciones que sufre el musculo después de la anestesia (Edner, 2002; Edner et al,
2009), sin ofrecer datos precisos sobre los posibles cambios que se pueden presentar
durante el proceso anestésico.

En este trabajo se presenta un analisis de los cambios morfologicos, metabdlicos y
contractiles de las fibras musculares del musculo esquelético en el caballo durante la
anestesia inhalada, donde se pudieron observar algunos cambios sobre todo a nivel del
metabolismo de la fibra muscular del caballo.

Las fibras tipo | tienen un contenido de mitocondrias y capacidad oxidativa dos veces
superior a las fibras tipo Il (Ronéus (1991), es decir, que puede existir una modificacién del
tipo | al tipo Il dependiendo de los factores a los cuales haya sido expuesto el musculo
esquelético. En el presente estudio no fue posible encontrar cambios en el tipo de fibras,
debido al corto periodo en el cual se utilizaron los caballos durante la anestesia; y aunado a

que estos animales no realizaban ninguna actividad fisica durante su estancia para esta
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investigacion, por ello, no fue posible encontrar cambios con respecto a la tipificacion fibrilar
bajo las condiciones a las cuales fueron sometidos estos animales.

Es importante entender que el control del fenotipo muscular es regulado por multiples
factores, unos de origen miogénico (herencia, raza, edad) y otros extra-miogénicos
(entrenamiento, nutricidn, farmacos, etc.) Lopez-Rivero (2007) sefala que la interaccién
entre ellos depende el porcentaje de los diferentes tipos de fibras presentes en cada
musculo.

Durante la anestesia los caballos anestesiados en DD presentaron cambios con respecto al
area transversal de las miofibras (disminucién) probablemente a que existe una disminucién
de su metabolismo. Bradley (1981) encontré que de manera experimental, al provocar
hipertermia maligna (HM) en cerdos mediante el uso de anestesia inhalada con halotano, el
porcentaje de las fibras tipo Il tiende a ser incrementado mientras que su area transversal
celular se modifica haciéndose mds grande que las fibras tipo | esto provocado por la
existencia de hipermetabolismo de las miofibras, lo que no ocurrid con las fibras musculares
de los caballos empleados en este trabajo.

Las fibras musculares de los caballos anestesiados en decubito lateral (DL) presentaron
diferencias en el tamafio de las células, pero se considera que el aumento del area
transversal, estd relacionada a la actividad fisica por mas de tres meses y no a un periodo de
anestésico de 120 minutos. Nuestro interés de determinar el drea transversal de las fibras
musculares durante la anestesia inhalada fue conocer si se presentaban alteraciones a nivel
del tamano de dichas células. De esta manera los datos obtenidos en este estudio, muestran
ligeros cambios con respecto al drea transversal de las fibras musculares pero consideramos
gue es necesario evaluar mediante otros estudios, si estos cambios son relevantes para éste
durante la anestesia y sus posibles acontecimientos durante la recuperacién del caballo.

La plasticidad que poseen las fibras musculares esqueléticas permite responder a diferentes
factores intrinsecos y extrinsecos (Booth F.W, 1980, Jarvis J.C. 1996), de esta manera, si las
fibras de los caballos colocados en posicién de DD al igual que las de los caballos en DL,
mostraron un aumento en el nimero de capilares con respecto a sus pardmetros basales,

nos puede indicar que existan modificaciones en el metabolismo muscular (Santini, 19988).
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Cuando el musculo requiere mayor cantidad de O, se estimula un incremento en la cantidad
de capilares, para poder suplir las necesidades de oxigeno en la fibra muscular (Saltini,
1988), debido a que, cuando la difusion de los gases se reduce hacia las células se
incrementa la capilaridad. Las fibras musculares de los caballos anestesiados en decubito
lateral presentaron diferencias muy pequefias con respecto a sus parametros basales en la
densidad de capilares, lo cual se pueda atribuir a que en esta posicion se presentan menos
cambios nivel respiratorio y cardiovascular (Taylor, 2001), ayudando a que exista un mejor

aporte de oxigeno hacia a los tejidos.

Se sabe que el aumento en el numero de nucleos celulares se debe a una posible
regeneracion celular (Quiroz, 2001). Durante la anestesia se observé que los caballos en DD
aumentaron la densidad de nucleos en las fibras tipo | y 11X, al igual que en los de DL en las
fibras tipo IIX. Se pudiera pensar que la necesidad en “adaptarse” a estimulos
farmacoldgicos como el de la anestesia y a los acontecimientos generados durante la misma
tales como la hipotensién vy la disminucidn en el aporte de oxigeno, pudiera haber

provocado un incremento en el nimero de nucleos celulares.

Con respecto a la actividad glucolitica de las células musculares de los caballos anestesiados
en decubito dorsal, se observé una disminucion en el consumo del glucégeno, debido a una
posible baja en el aporte de oxigeno tisular hacia el final de la anestesia tal y como lo
encontré Ferreira (1998) en un estudio realizado en ratas expuestas a anestesia con
halotano durante un largo periodo de tiempo. En los caballos anestesiados en decubito
lateral solo existe un aumento de esta actividad en la parte final de la anestesia tal vez
debido a que en esta posicidon hay una buena oxigenacién hacia los tejidos ya que uno de los
pulmones del caballo se mantiene trabajando de manera normal y el otro se encuentra
comprimido entre el peso del animal y la mesa de cirugia. De esta manera durante la
anestesia, tal vez no se requiere de emplear otras rutas metabdlicas para el mantenimiento
energético de la fibra muscular. En el grupo de caballos anestesiados en decubito lateral, el
glucégeno se mantiene de cierta manera constante y la actividad glucolitica se mantiene
baja. Se menciona que en pacientes humanos ciertos anestésicos inhalados como el

isoflurano y el halotano, pueden intensificar los defectos de los canales de iones e
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incrementar el metabolismo muscular, es decir reacciones quimicas que le proporciona
energia a los musculos, asi mismo, el metabolismo y la contraccion aumentado (Rosenberg,

et al; 2004).

El glucégeno, por medio de distintos procesos metabdlicos se convierte en ATP. Si el proceso
requiere de gran cantidad de energia, éste se obtendra por medio de la glucdlisis y parte se
convertird en acido lactico, para éste proceso no hace falta oxigeno. Por el contrario, si el
proceso es menos intenso el glucégeno o glucosa pasard por el ciclo de Krebs y serd
necesaria la utilizaciéon del oxigeno. No obstante, por ejemplo, cuando se aumenta la
intensidad del ejercicio, no llega comparativamente tanto oxigeno al musculo, aunque sigue
siendo suficiente como para que toda la energia provenga del metabolismo aerdbico; en
esta situacion, hay un aumento en la utilizacién del glucégeno muscular (Loving, 2007). Si
bien el glucégeno se consume por la demanda energética muscular, se piensa que este
también es consumido en condiciones de estrés y de una disminucién del oxigeno hacia los

tejidos musculares como en la anestesia.

Cuando hay una disminucidon en el aporte de oxigeno, existen factores que favorecen al
cambio de fibras de tipo | a tipo IIA y después a 11X (Lopez-Rivero, 2007), por lo que se puede
inferir, que durante la anestesia no existieron factores que pudieran haber modificado el
tipo de fibras en estos caballos por la disminucidén en el aporte de oxigeno al tejido muscular
durante la anestesia. Asi mismo, durante la anestesia general en el caballo, se pueden
presentar muchas dificultades a nivel fisiologico y en especial a nivel cardio-respiratorio, por
lo que el aporte sanguineo y de oxigeno se ve disminuido en muchos de estos procesos
(Kronen, 2003; Muir, 2001), como se pudo observar en los caballos anestesiados en decubito
doral. De esta manera, si bien al existir una disminucién en la entrega de O, a los musculos
durante la anestesia, se pensaria que se puede llegar a desarrollar cambios en la tipificacidn
de las fibras musculares, sin embargo esto no modificd el tipo de fibras. La grafica 13
muestra un ligero aumento en la capacidad glucolitica en los caballos anestesiados en
decubito lateral en las fibras tipo | y 11X hacia el final de este proceso, asi mismo debido a los

problemas que se pueden presentar durante la anestesia y en especifico a la hipoxemia por
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la que pueden llegar a cursar los caballos (Luna, 1996; Steffey, 2003) podemos decir que se
va a producir un aumento en el consumo de glucégeno, o en su actividad glucolitica.

La mayoria de las células que se estudiaron en el presente trabajo son fibras tipo | (con alta
capacidad oxidativa y estan particularmente presentes en caballos con poca o nula actividad
fisica. Esta capacidad disminuyd practicamente en todas las fibras muestreadas tanto en
caballos en DD y DL. Esta actividad se presenta mayormente disminuida hacia el minuto 20
en las fibras tipo IIA en caballos anestesiados en DL. Como se menciond anteriormente,
debido a que los caballos recibieron una ventilacion adecuada durante la anestesia, se
piensa que estos animales presentaron un aporte adecuado de O, hacia el musculo
esquelético por lo que esta puede ser una explicacién a la disminucidon que se presenté al
respecto.

Por otra parte, la actividad de la mATPasa dacida de las fibras en el tiempo en el que fueron
evaluadas en DD, presentd una disminucién en su capacidad contractil en las fibras tipo | y
[IX. En este sentido cabe recordar que esta actividad de mATPasa tiene un comportamiento
paralelo a la capacidad oxidativa de las células musculares (Stjenstro 1981), por lo que
también, los caballos anestesiados en decubito lateral se llegaron a observar disminuciones
en la capacidad contractil de las fibras al igual que la capacidad oxidativa.

La adaptacidon se define como un cambio estable que se produce en las propiedades
estructurales o funcionales de las células y tejidos después de un periodo de estimulo
repetido, aunque el estimulo se detenga, la adaptacién se mantiene durante un tiempo
antes de empezar a desaparecer (Lopez-Rivero 1993b). Algunos estudios en los cuales se
implica la anestesia general inhalada en el caballo con el musculo esquelético, demuestran
que los cambios a nivel de este tejido estan directamente ligados a los cambios
cardiovasculares y respiratorios en el caballo (McLoughlin, 1987). Estos cambios se
representan en el lactato aumentado en sangre como producto de una baja en la presién
arterial media (hipotensién) que favorece al incremento en la produccién del mismo como
resultado de la hipoxia e incluso de la isquemia muscular, asi como del incremento en la
presién arterial de CO, (Edner, 2002; 2005; 2009). Si bien en el presente estudio no se realizé

una correlacion estadistica directa entre la presidn arterial de oxigeno (Pa0,), asi como de la
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presién arterial de diéxido de carbono (CO;) y los sucesos relacionados al metabolismo
muscular y la posicidn de los caballos durante la anestesia, no se puede inferir con certeza si
los pocos cambios antes mencionados y observados en el presente trabajo, estan ligados a
algun tipo de cambio que nos pueda dar un indicio de que se estd originando un problema
patoldgico en el musculo esquelético.

En los datos de los valores fisioldgicos de los caballos durante la anestesia, se puede
observar informacién valiosa que puede ser utilizada en otro estudio con respecto al
comportamiento de los gases sanguineos en los caballos anestesiados a la altura de la
Ciudad de México (2240msnm).

Por otra parte los cambios observados se presentaron principalmente en el metabolismo de
las fibras musculares de los animales en ambos casos (DD y DL), con pocos cambios en su
morfologia, de esta manera, este estudio pretende dar las bases para que a futuro se

puedan realizar un analisis mas profundo en este sentido.

7. CONCLUSIONES

Se concluye que durante la evaluacién de las fibras musculares del musculo esquelético del
caballo bajo estas condiciones de anestesia general utilizando xilazina-ketamina-isoflurano,
existen cambios a nivel del metabolismo celular, y pocos en la morfologia de las fibras
musculares. Los cambios que se llegaron a presentar durante la anestesia, estdn ligados al
metabolismo muscular y en su mayoria a la posicion en decubito dorsal. De esta manera, se
deben de evaluar estos acontecimientos utilizando un mayor nimero de caballos, asi como
caballos mas pesados (TSOOkg), y bajo anestesia inhalada de al menos de 6 horas de
duracion para poder observar el desenlace de los cambios que se presentaron posteriores a
los 120 min de la anestesia. Asi mismo, es necesario evaluar y correlacionar otros factores
como los efectos cardio-respiratorios durante la anestesia y relacionarlos con los cambios
metabdlicos que se puedan presentar a nivel de la fibra muscular, mismos que nos pudieran
dar un panorama mas amplio acerca del comportamiento muscular durante la anestesia

inhalada en el caballo.
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ANEXO

CUADROS Y FIGURAS



Cuadro I.

VALORES DE LA MORFOLOGIA DE LAS FIBRAS MUSCULARES ANTES DE LA

ANESTESIA (CABALLOS DE PIE)

MEDIA Y DESVIACION ESTANDAR DEL TIPO DE FIBRAS DE LOS CABALLOS ANTES DE LA ANESTESIA

FIBRASTIPO | FIBRAS TIPO IIA FIBRAS TIPO IIX
Media DS Media DS Media DS
Area 1222.79 832.42 983.29 0 1453.36 1499.18
capilares 2.72 1.23 3 0 2.4 1.4
nticleos 4.82 1.7 4 0 4.6 2.12
PAS 0.57 0.11 0.5 0 0.57 0.1
ALFA PAS 0.41 0.14 0.38 0 0.38 0.14
GDP 0.48 0.22 sd sd 0.45 0.21
SDH 0.54 0.17 0.69 0 0.51 0.19
ATP AC 0.34 0.14 0.3 0 0.34 0.15
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Unidad de medida: Area (n?), PAS, ALFA PAS, GDP, SDH, ATP AC (densidad éptica DO)
n= 50 miofibrillas P<0.05 DS (+ Desviacion estandar) P<0.05

sd = Sin datos
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Cuadro Il.
VALORES DESCRIPTIVOS DEL FENOTIPO FIBRILAR DURANTE LA ANESTESIA DE LOS CABALLOS

CABALLOS EN POSICION DE DECUBITO DORSAL

FIBRASTIPO | FIBRASTIPOIIA FIBRASTIPOIIX
20 min 60 min 90 min 120 min 20 min 60 min 90 min 120 min 20 min 60 min 90 min 120 min
media [0St media [0St Media [DSt media [0St |media |DSt media DSt |media |DSt |media |DSt |Media |DSt |Media [DSt  |Media DSt |media |DSt
Area 109671 426.93| 1064.67| 48616 112217 46071 1364.12| 66833 155758 0 1111211 34478  78643| 22276 1059.02| 392.53| 1065.22| 481.28
capilares 281 113) 317) L) 35 LS| 332 137 4 0 283 144 3421 106|322 134 326 12
nucleos 5 148 529 157) 486 148 49| 15 5 0 517| L4 5 132 462 148 511 15
PAS 05 012 05/ 012 041 012 048] 017 042 0 049 011 042 013 036 014 037 0.4
ALFA PAS 0.28 05/ 034/ 006 033 006 032 006 0.28 0 0.29] 0.04 034 007 032] 005 031 005
GDP 048] 014 039 013 04 01 042 01 02 0 048 013 039 014 035 0.09 04) 008
SDH 047 012 038 03] 0470 011|043 o1 034 0 048] 012 043 009 042 03] 042] 009
ATPAC 017 009 019 016 009 009 015 0.2 017 0 0.16| 0.09 013 0l1f 016] 012) 022 013
CABALLOS EN POSICION DE DECUBITO LATERAL
FIBRASTIPO | FIBRAS TIPO IIA FIBRASTIPO IIX
20 min 60 min 90 min 120 min 20 min 60 min 90 min 120 min 20 min 60 min 90 min 120 min
media (DSt media (DSt Media (DSt media  |DSt  |media (DSt media [0St |media [DSt |media |DSt |Media |DSt |Media DSt |Media DSt |media |DSt
Area 1063.23| 565.26| 12001| 591.62| 14246| 857.04| 123886 75807| 1033.73 0| 789.15] 445 963.02 0 1436.96| 558.2| 1316.72| 63537| 13983| 6033| 1468.04| 901.72
capilares 29 L13)  281]  L06] 272]  L06f 276 116 5 0 15 071 2 0 326] 104 203 L08] 275 117 29 1M
nucleos 433 147 43 157 48] 158 452 15 4 0 3 141 3 0 438 142 468 169| 446 144 471 149
PAS 049 008 05 008 048] 011] 048 0.1 04 0f 044 005 053 0 048] 009 051 01 049 01 049 0N2
ALFA PAS 033 004] 034 0077 031 01 033 005 033 0 03] 006 033 0 033 004 034 008 03] 009 032 005
GDP 043 007 04 0l 05 011 049 012 0 0f 048] 013 037 0 045/ 007 039 012 05 009 05 o0
SDH 048/ 014] 054] 013] 044 01 048 016 027 0 07] 014] 059 0 048] 015 056 012| 043 008 045 015
ATPAC 0.2 01 019 016 026 011 036 02 073 0 021 022 016 0 073 01 022 014] 028 009 034 02

Unidad de medida: Area (i?), Capilares, Nucleos: #; PAS, ALFA PAS, GDP, SDH, ATP AC (densidad 6ptica OP).

DS (+ Desviacion estandar)
Sin datos

P<0.05




Cuadro lll. CAMBIOS A NIVEL DE LAS FIBRAS MUSCULARES ANTES Y DURANTE LA ANESTESIA EN

DECUBITO DORSAL (DD) Y DECUBITO LATERAL (DL)

CABALLOS ANTES DE LA
ANESTESIA
Tipo | Tipo IIA Tipo IIX FIBRAS TIPO | FIBRASTIPO IIA FIBRAS TIPO IIX
20 min 60 min 90 min 120 min 20 min 60 min 90 min 120 min 20 min 60 min 90 min 120 min

Area 1222.79 983.29 1453.36 N N N N T N N N N
capilares 2.72 3 2.4 8 T T T T T T T T T
nudeos 4.82 4 4.6 wn NS N N N N T T = T
PAS 0.57 0.5 0.57 = ¥ ¥ ¥ 2 \ ¥ ¥ ¥
ALFA PAS 0.41 0.38 0.38 - ¥ ¥ ¥ N N N N N
GDP 0.48 0.45 2 N2 N2 N2 N * T J J J
SDH 0.54 0.69 0.51 (S N N N N N N N N N
mATPasa 0.34 0.3 0.34 NS N N N N N N N N
Area N N T T T N N N N N T
capilares a' T T = T T N N T T T T
nudleos wn N N N N = N N T T T T
PAS S v N N N N N 1T J N N N
ALFA PAS ;:' v v v v v v N\ N\ N\ N\ N
GDP 2 N N T T * * * - ¥ T 0
SDH (&) N = 4 4 N T N N T N N

mATPasa N N N T T N N T N N -

NOMENCLATURA: DD dectbito dorsal DL dectbito lateral

J Disminuye
= sin cambios

P Aumenta

* No existen datos de comparacion
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GRAFICA 1.

PORCENTAJE GENERAL DEL TIPO DE FIBRAS DE LOS CABALLOS
UTILIZADOS EN EL PRESENTE ESTUDIO

Caballos antes de la anestesia, decubito dorsal y dectbito lateral
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GRAFICA 2.

AREA TRANSVERSAL DE LAS MIOFIBRAS EN CABALLOS ANTES DE LA

ANESTESIA
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GRAFICA 3.

DORSAL Y DECUBITO LATERAL
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GRAFICA 4.
DENSIDAD DE CAPILARES DE LAS MIOFIBRAS EN CABALLOS

ANTES DE LA ANESTESIA
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GRAFICA 5.
DENSIDAD DE CAPILARES DE LAS MIOFIBRAS EN CABALLOS ANESTESIADOS EN
DECUBITO DORSALY LATERAL
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GRAFICA 6. DENSIDAD DE LOS NUCLEOS DE LAS MIOFIBRAS DE LOS
CABALLOS ANTES DE LA ANESTESIA
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GRAFICA 7. DENSIDAD DE NUCLEOS FIBRILARES EN CABALLOS ANESTESIADOS EN
DECUBITO LATERAL Y DECUBITO DORSAL
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GRAFICA 8. CANTIDAD DE GLUCOGENO INTRACELULAR EN
CABALLOS ANTES DE LA ANESTESIA
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GRAFICA 9. CANTIDAD DE GLUCOGENO MIOFIBRILAR EN CABALLOS ANESTESIADOS EN
DECUBITO DORSAL Y DECUBITO LATERAL
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GRAFICA 10. ACTIVIDAD GLUCOLITICA DE LAS MIOFIBRAS EN
CABALLOS ANTES DE LA ANESTESIA
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GRAFICA 11. ACTIVIDAD GLUCOLITICA DE LAS MIOFIBRAS DE LOS
CABALLOS ANESTESIADOS EN DECUBITO DORSAL Y EN DECUBITO LATERAL
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GRAFICA 12. CAPACIDAD GLUCOLITICA DE LAS MIOFIBRAS DE
LOS CABALLOS ANTES DE LA ANESTESIA
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GRAFICA 13. CAPACIDAD GLUCOLITICA DE LAS MIOFIBRAS DE LOS
CABALLOS ANESTESIADOS EN DECUBITO DORSAL Y DECUBITO LATERAL
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GRAFICA 14. CAPACIDAD OXIDATIVA DE LAS MIOFIBRAS DE LOS
CABALLOS ANTES DE LA ANESTESIA
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GRAFICA 15. CAPACIDAD OXIDATIVA DE LAS MIOFIBRAS DE LOS
CABALLOS ANESTESIADOS EN DECUBITO DORSAL Y DECUBITO LATERAL
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GRAFICA 16. mATPasa ACIDA EN MIOFIBRAS DE CABALLOS ANTES DE

LA ANESTESIA
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GRAFICA 16. mATPasa ACIDA EN FIBRAS MUSCULARES DE CABALLOS
ANESTESIADOS EN DECUBITO DORSALY DECUBITO LATERAL
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