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I. RESUMEN

Las soluciones preservadoras de tejidos disminuyen las alteraciones
de membrana celular, estabilizan las células, y previenen cambios
irreversibles en tejidos sometidos a isquemia prolongada. Bajo la premisa
de que las menos hipercalemicas como la solucién de Custodiol ofrecen un
nivel mayor de proteccién. Se realizé un estudio de tipo experimental con
animales de laboratorio, prospectivo, comparativo, ciego, longitudinal y
aleatorio, en dos fases. En la primera se comparé el dafio celular
estructural por isquemia prolongada en misculo estriado con microscopia
optica en 30 ratas divididas en 3 grupos: I control, II perfundido con
solucién Wisconsin, y grupo III con Custodiol,. En la segunda fase, se
compararon los cambios u}traestructuralé a nivel mitocondrial, de
reticulo endopldsmico, y de membrana celular, con microscopia
electrénica, y marcaje con caspasas para valorar apoptosis celular en 20
ratas divididas en dos grupos: I control y II prefundidas con Custodiol que
en la primera fase demostré tener mayor proteccién celular a la isquemia.
El analisis estadistico fue realizado con medidas de distribucion por grupos
y mediante la prueba no parametricas de Kruskal-Wallis. Los resultados
obtenidos con un valor significativo de p menor a 0.05 demostraron que
los grupos perfundidos con solucién de Custodiol presentaron menos
alteraciones estructurales y ultraestructurales que confirman una mayor
proteccion celular a la isquemia prolongada en misculo estriado, por o
que concluimos que esta solucion puede tener utilidad clinica en
procedimientos microquiriirgicos con isquemia prolongada, para prevenir

el dafio celular irreversible.



II. STRUCTURING SUMMARY

The preserve solution of tissues diminish the alteration of membrane
cellular, stabilise the cells and prevent irreversible changes in the tissues
subject to prolong ischemic. Under the premise of less hiperkalemic
solution, as an example, custodiol solution offer a high level of protection;
we made an experimental study with laboratory animals, prospective,
comparative, blind, longitudinal and random in two stageges. In the first
stage we compared the structural cellular damage by long isquemic in the
muscles with optic microscopy in thirty rats divided into three groups: I
control, II protected with Wisconsin solution and III with Custodiol. In the
second stage we compared the ultraestructural change at the mitocondrial
level, rugos endoplasmic reticulo, and the cellular membrane, by the
electronic microscopy and caspasas evaluation for seeing the level of
cellular apoptosis in twenty rats divided into two groups: I control and II
protected with custodiol solution.The statistical analysis was made by
Kruskal-Wallis test.

The resuls that we have shows a p less 0.05 in the custodiol group which
means less structural and ultraestructural alterations. These result confirm
a high cellular protection at the long ischemic in the muscles. From this we
concluded that this custodiol solution could be a good clinical option in the
microsurgery proceedure with long ischemic to prevent the irreversible

cellular damage.



III. INTRODUCCION

Las transferencias microquirirgicas y el reimplante de tejidos, tienen en
comin que someten a los tejidos a isquemia fria y /o caliente en ocasiones
prolongada, con tiempos de reperfusion variables que someten
particularmente al tejido muscular, a cambios de dafio celular estructurales
y ultra estructurales reversibles o muchas veces irreversibles, que afectan

su funcién y sobrevida (1).

El tiempo limite para evitar cambios irreversibles por isquemia ha sido
estudiado por varios autores como Spega (2), Concannon (3) y Farber (4),
gracias a sus aportaciones sabemos que la piel y el tejido subcuténeo son
relativamente resistentes a la anoxia y presentan cambios celulares aun
reversibles a las 24 horas, mientras el misculo estriado es poco tolerante a
la isquemia y puede presentar cambios irreversibles entre 90 y 240
minutos. La isquemia, con la consecuente disminuciéon del ATP
intracelular, afecta de un modo particular a la célula del musculo estriado
debido a que esta condicién provoca la formacion de complejos actina-
miosina irreversibles, que con el tiempo deja células musculares vivas,
pero sin contractibilidad (5). Chavarria y Sastré demostraron que la
isquemia prolongada por mas de 3 horas favorece dafio intracelular con
cambios bioquimicos e histologicos caracteristicos que se manifiestan con

cambios estructurales de edema, cariopicnosis y rabdomiolisis (6).



Cuéndo no es posible reducir el tiempo de isquemia en el periodo pre o
transoperatorio como sucede en el caso de reimplantes o cudndo existe
alguna complicacién transoperatoria en una transferencia tisular
microquirtirgica, con el fin de prevenir cambios celulares irreversibles se

han utilizado soluciones de uso habitual como Ringer, y dextran.

La inmersién e irrigacion de organos de transplante con soluciones
preservadoras de tejidos como las de Wisconsin (7, 8), Eurocollins,
Stanford , Beyersdorf (9), y més recientemente el Custodiol o solucién
HTK (10) mejoran la prevenci6n del dafio celular y su sobrevida a las 24
horas. Su efecto sobre el endotelio vascular ha sido estudiado por varios
autores como Cartier, Hollmann, Pelleerin, etc.; pero su efecto en la
prevencién de dafio por isquemia prolongada sobre el musculo estriado
fue estudiado por primera vez en forma experimental en nuestro servicio
en el afio 2001 mediante la perfusion de colgajos microquirurgicos con
solucién de Wisconsin. La cual previene el dafio celular, porque disminuye
las alteraciones de membrana celular, y estabiliza las células de tejidos
musculares sometidos a isquemia con una p significativa de 0.05, aunque

no altera el grado de rabdomiolisis ni el edema (11)
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IV. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

En un estudio previo, realizado en el servicio de Cirugia Plastica del
Hospital General de México, se demostr6 que por sus componentes la
solucién de Wisconsin previene el dafio celular irreversible por isquemia
prolongada en colgajos microquirtirgicos, tiene un pH a temperatura
ambiente de 7.4 y contiene una gran concentracién de agentes
impermeantes, como el 4cido lactobidénico 100 mmol/L y la rafinosa 30
mmol/L; contiene hidroxietilo 50 gm/L para suprimir el edema celular
secundario a hipotermia, adenosina 5.0 mmo/L para estimular la
regeneracién de ATP, glutation 3.0 mmol/L para suprimir el dafio por
radicales libres de oxigeno durante la reperfusion, alopurinol 1.0 mmol/L
para la supresién de xantinoxidasa, 30 mEq/L de sodio, y 5 mmol/L de
magnesio, para mantener un ambiente externo fisiologico y fosfatos para
su utilizacién como un amortiguador de pH. Sin embargo, tiene la
desventaja de tener un alto contenido en potasio de 128 mEq/L que
puede ser nocivo para el endotelio vascular. Por esta razén esta solucién
ha sido remplazada actualmente en la conservacién de érganos de
transplante por otras soluciones menos hipercalemicas como la de
histidine-tryptophan-ketoglutarate (HTK) de Bretschneider o Custodiol,
la cual contiene 9 mmol/L de cloruro de potasio, asi como un pH de 7.2,
con una osmolaridad de 310 mosmol/Kg., en 1000 ml de agua
inyectable: 0.8766 g de cloruro de sodio (15mmol/L), 1842 g de bi-2-
ketoglutarato potésico (1 mmol/L), 0.8132 g de cloruro de magnesio-6
H20 (4 mmol/L), 3.7733g de histidina HCL-H20 (18mmol/L), 27.9289 g
de histidina (180mmol/L), 0.4085 g de triptofano (2mmol/L), 5.4651 g de



manitol (30mmol/L), 0.0022 g de cloruro de calcio (0.015 mmol/L), y
Anion CL 50 mEq. (12,13,14,).

Esta solucién se ha convertido en la primera eleccion para
cardioplejia, asi como para proteccion de érganos a transplantar como
corazon, rifién, e higado, y para la proteccion de transplantes de injertos

arteriales y venosos.

Aunque los cambios celulares estructurales con microscopia 6ptica
son orientadores para predecir el dafio por isquemia prolongada, un
método de evaluacién mas objetivo de los mismos es el anélisis
ultraestructural con microscoia electrénica (21,22), y la determinacién de

la apoptosis celular con diferentes tipos de caspasas activadas(27).

La apoptosis (muerte celular programada) consiste en una serie de
cambios bioquimicos y morfoldgicos estereotipados, que llevan a la
condensacién de la cromatina y a la fagocitosis segura y remocién de los
detritus celulares por células no inflamatorias. Sefializaciones activas de
receptores muertos, como el CD95/Fas y monitores celulares de dafio del
DNA y funciones mitocondriales inducen la cascada de protedceas
especificas-cisteina aspartato (Caspasas), que son marcadores de
apoptosis. Las caspasas, una familia de protedcea cistina 4cida, son el
centro regulador de la apoptosis. Los iniciadores de caspasas (incluyendo

8,9,10 y 12) estén cerca de receptores de sefiales proapoptoticas.



Una vez activadas las caspasas actiian sobre el citoesqueleto y
proteinas nucleares como PARP, alfa-Fodrin, DFF y laminina A,
induciendo la apoptosis. Estimulos proapoptoticos, incluyen el FasL,
TNF-alfa, dafio al DNA y reticulo endoplasmico rugoso. FAS y TNFR
activan la caspasa 8 y 10. La relacién del citocromo C mitocondrial activa
la caspasa 9. El dafio al DNA también activa la caspasa 9; el Reticulo
endopldsmico rugoso mediante el calcio activa la caspasa 12. La familia
de proteinas inhibidoras de apoptosis incluye XIAP y Survivin, y sus
funciones son inhibir las caspasas. Smac, es una proteina mitocondrial
que es vertida en el citosol cuando la célula se encuentra es estrés
compitiendo con las caspasas por los inhibidores de las
mismas.(23,24,25,26).En los casos de actividad del ligando Fas, se
produce una interaccion del dominio de muerte que se torna en
reclutamiento y actividad de la caspasa 8. La actividad de la apoptosis es
mediada por receptores en la seleccién negativa de linfocitos T y en la

apoptosis mediada por p53.

La sefial de apoptosis también emana de la mitocondria cuando
tiene un defecto funcional. Estos defectos son censados y sefializados por
el balance de una familia de pro- y antiapoptosis Bcl-2/Bad. Un cambio
en este balance de sefiales letales (Bad, Bax) resulta en citocromo C y en
una relacion de especies reactivas de oxigeno y activacién de caspasas
efectoras, como la caspasa-3, -6, y -7. La sefializacién de las caspasas es
iniciada y propagada por una autocatdlisis proteolitica y una
fragmentacion de las caspasas y sus sustratos. El balance preciso de

sefiales de sobrevida y muerte pueden ser alterados por defectos que
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causen un cambio inadecuado en cualquier direccion. Como en los
desbalances que ocurren en neﬁropatologias en donde existe un exceso de
muerte celular, y en los desordenes autoinmunes que son causados por
delecién inefectiva de linfocitos, por otra parte todos los canceres
dependen en bloque de la apoptosis que permite a las células malignas
sobrevivir debido a una transformaciéon genética y morfologica. Existe
una gran necesidad terapéutica de promover o inhibir la apoptosis en
estas enfermedades. El descubrimiento de estas terapéuticas, se realizara
unas vez dilucidadas las sefiales apoptéticas dentro de las sefiales propias
celulares, esto permitido por los anticuerpos, para detectar los caminos
de la apoptosis y su activaciéon proteolitica (27). Por lo anterior
consideramos que la determinacién de la apoptosis celular por medio de
las caspasas activadas en el miocito sometidos a isquemia nos determina
el valor real del dafio celular asi como la prediccién del nimero de
células isquémicas que ya desencadenaron este proceso a un nivel
irreversible y que por otro método es casi imposible valorar este nivel de

dafio intracelular.,



V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y
JUSTIFICACION

Hasta la fecha el tnico estudio reportado sobre la utilidad de
soluciones preservadoras de tejidos para prevenir el dafio irreversible por
isquemia prolongada ha sido con la solucién de Wisconsin; sin embargo,
consideramos que por su menor contenido en potasio el Custodiol puede

ofrecer mayor proteccién celular con menos efectos secundarios.

Esto nos llevo a disefiar este estudio en dos fases, en la primera fase
se incluyeron tres grupos, un grupo control, uno con solucién de
Wisconsin y otro con solucion de Custodiol, los cuales se analizaron bajo
microscopia 6ptica, y una vez comprobada la proteccién significativa del
custodiol sobre la solucién de Wisconsin, se realiz6 la segunda fase, en la
que se incluyeron dos grupos, uno control y otro con solucién de
Custodiol, para verificar los datos de lesion mitocondrial, del reticulo
endoplasmico rugoso, de la membrana, niicleo y la cantidad de lipidos y
glucégeno, que traducen indirectamente el mecanismo anaerébico
desencadenado en la célula como respuesta a la isquemia. Todos estos
datos fueron evaluados mediante microscopia electrénica, y se determind
el grado de apoptosis celular en el masculo sometido a la isquemia

mediante mediciones de caspasas activadas.



VI. HIPOTESIS

Si el custodiol es una solucién hipocalémica preservadora de tejidos,
entonces puede prevenir en mayor grado el dafio celular de los miocitos

sometidos a isquemia prolongada.



VII. OBJETIVO

Demostrar que la solucién de Custodiol por su menor contenido en
potasio, protege en un mayor porcentaje el dafio celular por isquemia
prolongada sobre el tejido muscular estriado en procedimientos

microquirirgicos.



VIII. DISENO Y DURACION DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio de investigacion de tipo experimental en dos
fases con animales de laboratorio; para su estructuracion se retomaron
elementos de cardcter prospectivo, comparativo, ciego, longitudinal y

aleatorio.

El estudio de llevo a cabo de agosto a noviembre del 2002, en las
instalaciones de microcirugia del Servicio de Cirugia Experimental y de
Patologia del Hospital General de México asi como en el Servicio de
Patologia del Hospital Infantil de México “Federico Gémez” para el

andlisis ultraestructural con microscopia electronica.



IX. MATERIAL Y METODO

El estudio se dividié en dos fases.

FASE I

En la primera fase se utilizaron 30 ratas hembras, homogénicas,
microbiolégicamente convencionales, de la cepa Wistar, con un peso
aproximado de 250 gramos cada una. Los animales se dividieron en
forma aleatoria en 3 grupos: el grupo control (I n = 10), el grupo irrigado
con solucién Wisconsin (II n = 10), y el grupo irrigado con solucién de
Custodiol (III n = 10).

Grupo #l:
3.9.1,19,15,12,21,25,27.30

Grupo #2:
2,5,7,20,16,13,11,22,24 28

Grupo #3:
4,6,8,10, 17,18,14,23,26,29



Método. Con la supervision de los médicos veterinarios, para poner bajo
anestesia general con Rompum y Ketamina, a 2mg/100mg P.V. y xilazina
- a 20 mg/100mg P.V. a cada una de las ratas de los diferentes grupos. Se
realizé bajo magnificacion con un microscopio y equipo de microcirugia,
la amputacion de la extremidad posterior derecha. Se separaron
meticulosamente todos los elementos de sostén a nivel de la articulacion de
la cadera, respetando uinicamente la vena y la arteria femorales (fig.1).

-

Figura 1: Separacién completa de la extremidad, conservando

unicamente la arteria y vena femoral.



Una vez disecado el miembro posterior y los vasos mencionados, previa
exanguinacion mecénica, se provoco isquemia definitiva en la totalidad de
la extremidad, mediante el pinzamiento de los vasos femorales por espacio
de 120 minutos (fig.2).

v

-

Figura 2: Pinzamiento de los vasos femorales por 120 minutos.
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Inmediatamente después de pinzar, en el grupo II se canalizé la vena y la
arteria femorales con agujas hipodérmicas del nimero 28, a través de las
cuales se irrigé el miembro en direccion anterégrada con 10 ml de solucién
de Wisconsin a temperatura ambiente; al grupo III se le irrigé con 10 ml de
solucién de Custodiol a una temperatura entre 8° y 15° (fig. 3), y al grupo
control (I) no se le perfundi6é ninguna solucién.

Figura 3: Irrigacion del miembro, con 10 ml de la solucién del tipo
correspondiente al grupo en estudio. '



En los casos en que persisti6 el orificio de canalizacién en cualquiera de
los vasos, éste se reparo con puntos simples de nylon 10-0. Una vez que se
cumpli6 el periodo de isquemia, se despinzaron los vasos femorales para
permitir la re-perfusion de la extremidad, por un periodo de 90 minutos
(fig4).

Figura 4: Despinzamiento de los vasos femorales con reperfusion por 90
minutos.



Al completar la isquemia y re-perfusion conforme al protocolo, se tomaron
de inmediato las muestras del musculo cuadriceps de la rata, de 3 mm

cubicos aproximadamente que se fijaron en una solucién de formaldehido
al 10% (fig.5).

Figura 5: Toma de biopsia de misculo esquelético del miembro en
estudio.
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Las muestras de misculo estriado fueron preparadas con tinciones de
hematoxilina- eosina y Masén, estas fueron analizadas con un
microscopio Optico. Posteriormente cada uno de los animales fue
sacrificado mediante una sobredosis de anestésico. Un patélogo del
Hospital General de México calificé en forma ciega cada uno de los
cambios estructurales por dafio celular considerando como variables de
estudio : edema, cariopicnosis, y rabdomiolisis. El mismo observador
califico, conforme a su magnitud a cada variable como cambios ausentes

(0%), leves (25%), moderados (50%) y severos (mas del 75%).
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FASE II.

Se utilizaron 20 ratas hembras, homogénicas, microbiol6gicamente
convencionales, de la cepa Wistar, con un peso aproximado de 250
gramos cada una. Los animales se dividieron en forma aleatoria en 2
grupos: el grupo control (I n = 10), y el grupo irrigado con soluci6n de
Custodiol (Il n= 10).

Grupo #l:
1,5,3,7,11,12,15,16,19,20

Grupo #2:
2,4,6,8,9,10,13,14,17,18

Modelo experimental. En esta fase se realizd el mismo modelo de
isquemia que en la fase I. Al completar la isquemia y re-perfusién, se
tomaron de inmediato las biopsias del miisculo cuadriceps de la rata, de 1
mm cibico colocindolo en un fijador universal para posteriormente
realizar preparacién de las muestras y lectura de las mismas con un
microscopio electrénico de transmision bajo la técnica habitual (24,25);
asi mismo se congelo un fragmento de tejido para realizar posteriormente
determinaciones de caspasas y de esta manera medir el nivel de apoptosis
desencadenado. Posteriormente cada uno de los animales fue sacrificado
mediante una sobredosis de anestésico. Un patblogo de la Unidad de
Patologia del Hospital Infantil de México “Federico Gomez” que no tenia

conocimiento del grupo al que pertenecia cada muestra verificé en un

26



microscopio electrénico de transmision las variables de dafio celular
como son: alteraciones mitocondriales, de reticulo endopldsmico rugoso,
membrana celular, niicleo y el grado de consumo de lipidos y glucégeno
intracelular; asi mismo, se realizaron determinaciones de caspasas en
cada uno de los tejidos congelados, para determinar el nivel de apoptosis

desencadenado con la isquemia producida en el modelo experimental.
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X. ANALISIS ESTADISTICO

Un investigador en Salud Publica analizd los resultados obtenidos
mediante una prueba estadistica de distribucién de grupos y de varianza
miiltiple de Kruskal-Wallis, con el fin de poder comparar los grupos en
cada fase del protocolo, ddndole a la p un valor significativo de 0.05.

28



X. ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD

En el estudio se utilizaron animales de laboratorio, y sustancias que
son de uso cotidiano en la practica clinica, por lo que no representan
peligros de bioseguridad. Del mismo modo, los sujetos de
experimentacién fueron sometidos a los procedimientos mediante anestesia
general, con medicamentos de uso cotidiano, para evitarles sufrimiento. El
trato a los animales se realizé de acuerdo con la ley de proteccion animal
del DF publicada en 1988, asi como con el reglamento interno de manejo
de animales de experimentacién, del Servicio de Cirugia Experimental del
Hospital General de México.
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XI. RELEVANCIAS Y ESPECTATIVAS

El presente trabajo constituye, una aportacion al area de la cirugia de
reconstruccién microquirlrgica, ya que son los primeros trabajos que
estudian el uso exitoso de soluciones preservadoras de tejidos para
prevenir el dafio muscular por isquemia prolongada o con multiples
periodos de isquemia, que son situaciones que hoy en dia, a pesar de los
avances tecnol6gicos, son de frecuente presentacion y favorecen
complicaciones postoperatorias que incluso pueden culminar en la pérdida
de los colgajos. Este estudio pretende aportar una evidencia fidedigna del
dafio celular a nivel del grado de apoptosis desencadenado por la isquemia
y ¢l grado de proteccién del mismo con el uso de la solucién de custodiol
como solucién protectora a la isquemia. No existen estudios que valoren el
dafio a un nivel tan especifico como lo es el anélisis del nivel de caspasas
activadas, ya que a un nivel de activacion, estos cambios pueden ser
reversibles con la reperfusion tisular y no pueden ser valorados por ningun

otro método conocido hasta el momento.
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XIII. RESULTADOS

FASE | (fig.6 y 7)

EDEMA CARIOPICNOSIS RABDOMIOLISIS

RATA GRUPO CONTROL

1 MODERADO | MODERADO MODERADO

3 LEVE MODERADO LEVE

9 MODERADO | MODERADO LEVE

12 MODERADO | LEVE MODERADO

15 MODERADO | MODERADO MODERADO

19 MODERADO | LEVE MODERADO

21 MODERADO | MODERADO LEVE

25 MODERADO | LEVE LEVE

27 MODERADO | MODERADO MODERADO

30 MODERADO | MODERADO MODERADO
RATA GRUPO CON SOLUCION WISCONSIN

2 MODERADO | MODERADO MODERADO

5 LEVE LEVE MODERADO

7 MODERADO | MODERADO MODERADO

1" MODERADO | LEVE LEVE

13 MODERADO | LEVE LEVE

16 MODERADO | LEVE LEVE

20 LEVE LEVE MODERADO

22 LEVE LEVE LEVE

24 LEVE MODERADO MODERADO

28 MODERADO | MODERADO MODERADO
RATA GRUPO CON SOLUCION CUSTODIOL

4 LEVE LEVE LEVE

6 LEVE MODERADO LEVE

8 MODERADO | LEVE MODERADO

10 LEVE MODERADO LEVE

14 MODERADO | LEVE LEVE

17 MODERADO | LEVE LEVE

18 LEVE LEVE LEVE

23 MODERADO | LEVE LEVE

26 LEVE LEVE LEVE

29 MODERADO | LEVE MODERADO

31



Figuras 6: RATA 12

Figuras 7: RATA 10
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RATA
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XIL ANALISIS ESTADISTICO

FASE 1

En el andlisis estadistico se observd una clara diferencia entre la
distribucién del grupo control con los grupos de estudio con soluciones
preservadores.

El grupo de custodiol tiene una media diferente, por lo que se realizé una
prucba de diferencia de medias de Kruskal.-Wallis con los siguientes
resultados:

Edema.

El grupo que presenté menor edema fue el de custodiol y de acuerdo a la
prucba de Kruskal Wallis con una significancia de p 0.05; se rechaza la
hipétesis nula de que los grupos producen el mismo efecto, por lo tanto se
confirma la hipotesis de que la rrigacién con custodiol dismimuye la
presentacién de edema intercelular. (Grafica 1)

LU

NIVEL DE EDEMA otal
25
Control
Wisconsin
Custodiol
20f

Total 10




Cariopicnosis

Se puede observar en la siguiente tabla que tanto Wisconsin como Custodiol
muestran menor cariopicnosis que el grupo control, de hecho la mayor parte
de las muestras irrigadas con soluciones preservadoras tienen su mediana en
nivel leve y el grupo control en un nivel moderado (Grafica 1). Si se
observa detalladamente las barras se puede ver que solamente se presenta un
caso atipico en el grupo de custodiol, por lo que no se toma en

Nivel de cariopicnosis  [Total - -
25% 50%

Control 3 7 0 =

Wisconsin 6 4 10

Custodiol 8 2 10 § =

Total 7 13l 30 ! ———

Analizando la diferencia de mediadas se encontr6 que los grupos son
diferentes. Los valores de las medias por grupos se proporcionan en la
siguiente tabla, en la cual se puede observar que la media disminuye del
grupo control a Wisconsin y de Wisconsin a Custodiol. Se puede concluir
que es efectivo utilizar soluciones preservadoras para prevenir caripicnosis y
que de estas la mas efectiva es ¢l Custodiol.
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Rabdomiolosis

Con el analisis descriptivo se encontré que el grupo control y el de
Wisconsin tienen la misma distribucion, pero el grupo de Custodiol si
presenté diferencias (Grafica 2).

Al realizar la prueba de Kruskal-Wallis con un valor de p 0.05 existe una
diferencia significativa del grupo HTK Vs el control y Wisconsin (Grafica
1). En la siguientes barras se observan las medias por grupo:

Nivel de Rabdomiolisis otal

i 25%
Control 4 10
Wisconsin el 10

Custodiol 8 10 7 -
Total 6 14 30

LT

Al comparar el grupo control con Wisconsin con el mismo nivel de
significancia de p no se encontraron diferencias de medias pero el grupo de

GRUPO No. de observaciones | Media del grupo
Control 10 17.5
Wisconsin 10 17.5
Custodiol 10 1LS
Total 30




-PRUEBA DE VARIANZA MULTIPLE “KRUSKAL-WALLIS™

= WISCONSIN
B HTK

e Cuiopicaosis  Rabdomioisis p<0.0s

GRAFICA 1: El grupo control presenté mas edema, asi como
cariopicnosis con p 0.05 significativa en relacién a los grupo
irrigados con soluciones preservadoras.

PRUEBA COMPARATIVA NO PARAMETRICA

25
20
15 - < —— CONTROL
T e —= - WISCONSIN
10 —o—HTK
L]
pP<0.05
0

Edoma  Carlopicnosis Rabdomioleie
GRAFICA 2: Se observé una disminucion de la media del grupo
control a wisconsin y de wisconsin a HTK en edema y cariopicnosis;

en cuanto g {g rabdomiolisis, la solucion de HTK mostré con
diferencia significativa ser la tinica que ofrece proteccion.
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FASE 11

Se realizaron pruebas de T con las variables recodificadas para
observar la forma en la que se pueden relacionar las medias con la obtencién
de los siguientes resultados.

Mitocondria

En el caso de edema se cuenta con un solo caso, dentro de un total de
veinte, que presenta edema ausente (éste se encontrd en el grupo de
custodiol). Ahora bien, tomando en cuenta a las crestas se muestra
exactamente ¢l mismo resultado: un solo caso presenta cresta normal
mientras los 19 restantes la presentan disminuida, éste caso es el mismo que
fue tratado con custodiol y presenté edema ansente. con una p menor a 0.05
no se encontrd diferencia significativa entre los dos grupos en cuanto
aplanamiento de las crestas y edema mitocondrial (grafica 3).

Mitocondria

de crestas

Edema

0 5 10 15 20
o
[ Control

Grafica 3: No encontrando diferencia significativa en este organelo



Reticulo Endoplasmico Rugoso (RER)

En una tabla comparativa se observé la diferencia entre la dilatacién y la
normalidad del RER y se encontro una diferencia entre el grupo de
custodiol y el grupo control, los resultados se muestran en la siguiente tabla

Realizando una prueba de comparacion de medias se concluye que hay
diferencia significativa entre las medias de los grupos. Se recodificé
tomando como normal al valor 0 y como presente al valor 1 y las medias,
que fueron diferentes significativamente, fueron las siguientes:

GRUPO Media
Control 04
Custodiol 0.5

El resultado del analisis mediante Kruskal Wallis se muestra en la grafica 4

RER

Dilatacion

o 1 2 3 4 1]

B wrx
g Control

Grafica 4: No se observé diferencia significativa
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Membrana Celular
1. Discontinua

En el caso de membrana discontinua se tuvo un total de tres observaciones
no valorables y el resto de ellas presentan una diferencia entre los grupo, en
el grupo control se encontr6 en la mayoria de los casos discontinuidad en la
membrana celular y en grupo de custodiol en la mayoria de los casos estuvo
preservada. Por lo que se concluye con el mismo nivel de significacia de p
que existen diferecias significativas. Se realizé una codificacion andloga a la
anterior (normal 0 y presente 1) y las medias fueron las siguientes.

e Normal "";;m Tf;g" GRUPO Observaciones Media
e ] Control 10 1
6 11 17 Custodiol 7 0.1429

2. Membrana vesiculada
De igual manera a lo que pasé en el caso anterior hay tres observaciones no
valorables en el grupo de custodiol y se observo una clara diferencia con el
grupo control. En el primero todos las muestras presentaron membrana
vesiculada y en el segundo grupo el mayor porcentaje presento una
membrana normal.

Normal Presente TOTAL

Control 10 10
Custodiol L] 2 7
5 12 17




Se realizé una prueba de T para comparar las medias y se encontrd que si
hay una diferencia significativa, entre los grupos con una p menor de 0.05
(Grafica 5), con los valores que se observan en la siguiente tabla.

GRUPO _ Individuos Media
Control 10 1
Custodiol 4 0.2857

Membrana Célular

Rota

Vesiculada
0 2 4 6 g8 10
B Hrx
=, Control P <0.05

Grafica S: El grupo control presenté discontinuidad de la membrana de
manera significativa, sobre el grupo irrigado con HTK. Esta observacion
también se produjo, en el andlisis de la presencia de vesiculas en la

membrana

Nicleo celular

En el niicleo se tuvieron un total de 14 muestras valorable, 7 de cada grupo
y 6 no valorables, y se encontraron todas normales, por lo que no se realizé
ninguna otra prucba.
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Lipides intracelulares

En la siguiente tabla se muestra la distribucién que tuvieron los lipidos
intracelulares en los dos grupos. En el caso del grupo control todos las
muestras presentaron ausencia de lipidos y en el grupo de Custodiol el 40%
de las muestras se encontraron presentes.

Grupo  Ausente E. Leve Total
Control 10 10
Custodiol 6 2 2 10
Total 16 2 2 20

Se recodificaron los datos de la signiente manera

O=Ausentes 1=Escasos 2=Leve
Con esta codificacion se llevé a cabo la prueba de diferencia de medias, con
varianzas constantes y un valor de p menor a 0.05 (Grafica 6). Se rechaza la
hipétesis nula de que las medias son iguales, se puede considerar que hay
una diferencia significativa en el contenido de lipidos entre los grupos.

Lipidos

Moderados

Escasos

Ausentes

0 5 10

s P<0.08
Grafica 6: Se rechazamos la hipdtesis nula de que las medias son iguales,
Y. en cambio consideramos que hay una diferencia significativa en el

contenido de lipidos
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XV. DISCUSION

El éxito clinico de los tejidos sometidos a isquemia depende
bésicamente de la respuesta del endotelio vascular y de su resistencia al
dafio por radicales libres de oxigeno asi como de la reversibilidad de los
cambios estructurales y ultraestructurales de los mismos. Uno de los
efectos mas temidos, por su alta morbilidad en procedimientos que se
realizan bajo isquemia, es el "fendmeno de no reflujo” (20); que se
relaciona a una respuesta celular inflamatoria acrecentada en el endotelio
vascular con la subsecuente agregacién plaquetaria intravascular, la
formacién de trombos, la fuga de liquido al espacio intersticial y los
cambios del pH celular, que en menos de 12 horas pueden hacer que la
pérdida de los tejidos afectados sea irreversible (18). Se ha reportado que
este fenémeno puede ocurrir en el 30% de los tejidos musculares,
independientemente del tiempo de isquemia al que fueron sometidos. Lo
anterior ha propiciado el estudio de sustancias como tromboliticos,
antiinflamatorios no esteroideos, y el uso de técnicas como las de
enfriamiento, para tratar de mejorar la tolerancia a la isquemia de todos los
tejidos (19).

En nuestro servicio considerando la relevancia de lo mencionado
anteriormente, se ha seguido una linea de investigacién que utilizé por
primera vez sustancias preservadoras de tejidos para prevenir los cambios
por isquemia prolongada en colgajos microquirurgicos. En un estudio
previo se demostré cientificamente que la solucién de Wisconsin es

efectiva para prevenir las alteraciones de membrana, disminuye la
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aparicion de rabdomiolisis y cariopicnosis en el dafio por isquemia aunque
no reduce el edema intercelular. No obstante algunos autores cuestionan el
uso de esta solucion por el riesgo de producir dafio endotelial por su alto
contenido en potasio(14). Esto nos llevé a la bisqueda de una solucién

preservadora menos hipercalémica, y con mejores efectos.

La solucién HTK o Custodiol fue seleccionada por ser la que tiene la
mayor aceptaciéon clinica en procedimientos de transplantes y cuyos
componentes aseguran un nivel bajo de potasio que evitan el dafio
endotelial, pero permiten la inactivacién transitoria de las funciones
celulares, para prevenir su dafio y sus componentes aminodcidos la
convierten en un excelente buffer que permite una mayor tolerancia a la
isquemia al agregarle triptofano, lo que aumenta su efecto en la proteccién
de membrana y el alfa-fetoglutarato sirve como un sustrato para la
produccién aerébica de energia. Como contiene manitol, se encuentra
balanceada su presion osmética y es capaz de disminuir el edema celular e
inhibir los radicales libres y los derivados de oxigeno como el superéxido.
Como se perfunde a una temperatura de entre 8° y 15°C, tiene la ventaja
adicional de producir un efecto hipotérmico que contribuye a disminuir el
gasto metabdlico celular y la acidosis intracelular. No se le han encontrado
efectos toxicos y en comparacién con otras soluciones preservadoras de

tejidos para transplante ofrece un mayor efecto protector (15,16,17).

Con base en la presente investigacion los resultados son concluyentes en
la primera fase, en cuanto a que la solucién de Custodiol comparada con la

solucion de Wisconsin muestra una diferencia significativa (p menor



0.05)en la presencia de edema intracelular, cariopicnosis y rabdomiolisis,
las cuales se observaron en menor porcentaje en el grupo de Custodiol, lo
cual traduce que esta solucion preservadora es mas efectiva para prevenir
los dafios celulares estructurales en el musculo estriado bajo isquemia
prolongada. En la segunda fase al comparar el grupo de Custodiol con un
control y analizar los cambios ultraestructurales bajo microscopio
electronico a nivel mitocondrial de reticulo endopldsmico rugoso, de
membrana celular, alteracién del nucleo celular y contenido lipidico, se
encontré con un nivel de significancia de p menor a 0.05, que demuestra
que el Custodiol no previene los cambios mitocondriales a nivel de nucleo
celular en forma significativa, pero si previene los cambios sobre el
reticulo endopldsmico rugoso y preserva la membrana celular. El mayor
contenido lipidico en el grupo de custodiol, traduce un menor estrés
celular, a diferencia del grupo control que llegé a un nivel anaerébico

consumiendo toda su reserva lipidica.
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XVI. CONCLUSIONES

La perfusion transoperatoria con solucion de Custodiol en colgajos
microquirurgicos sometidos a isquemia prolongada, es la mas efectiva, por

que disminuye en mayor grado los dafios estructurales y ultraestructurales.

Por lo anterior concluimos que la solucion de custodiol hace menos
severos los cambios por dafio celular secundarios a isquemia prolongada, y

previene los cambios irreversibles a nivel ultraestructural.

La aportacion en el area de cirugia microquirirgica consiste en proponer el
uso del Custodiol como una medida de salvamento en caso de
procedimientos en los que sea imposible reducir el tiempo de isquemia,
situaciones que hoy en dia, a pesar de los avances tecnologicos continuan

presentando una alta incidencia.
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