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RESUMEN

Introduccién

La cirugia de revascularizacion es el tratamiento que se ofrece a la mayoria de los
pacientes que padecen insuficiencia arterial aguda, desencadenando un fendmeno
de isquemia reperfusion; donde el periodo de isquemia puede ir de minimas
repercusiones hasta la necrosis, agotando las reservas enrgéticas de la célula y
acumulando metabolitos toxicos; en tanto que la reperfusion puede provocar dafio
por la formacién de oxidantes citotoxicos derivados del oxigeno molecular. Motivo por
el cual el objetivo de este estudio es describir los efectos de la cirugia de
revascularizacion mediante los niveles de lactato, radicales libres, acidosis
metabdlica y potasio.

Material y Métodos

Bajo un disefio descriptivo, longitudinal, cuasiexperimental y analitico se incluyeron
pacientes mayores de 18 afios de edad con insuficiencia arterial aguda Rutherford |,
[IA y 1IB que acudieran al servicio de urgencias del HE CMN Siglo XXI, y fueran
candidatos a cirugia de revascularizaciéon. Se tomaron muestras sanguineas al
ingreso, durante el acto quirdrgico y 24 horas posteriores a la cirugia evaluando en
cada uno de estos tiempos los niveles de nitrato de sodio, malondialdehido, potencial
hidrogeno, potasio, lactato y hemoglobina. También se evalué la presencia de
comorbilidades y complicaciones quirdrgicas. Los resultados obtenidos fueron
cometidos al paquete estadistico SPSS version 17 para su analisis.

Resultados

Fueron evaluados un total de 13 pacientes, de los cuales 9 fueron del género
femenino con una edad de 74.2 £ 10.4 afios, y 4 del sexo masculino con una edad de
69.25+ 7.9 anos. La comorbilidad que mas se presento fue la hipertension arterial en
el 35% (n=6), seguida de arritmias en el 29% (n=5), diabetes mellitus en un 24%
(n=4) y dislipidemia en el 12% (n=2). Los niveles de nitrato de sodio disminuyeron
con tendencia a la significancia del preoperatorio al postoperatorio (p=0.06). El
malondialdehido se incremento significativamente al comparar el preoperatorio con el
perioperatorio (p=0.013) y con el postoperatorio (p=0.006). Los niveles de lactato
tendieron al aumento en el postoperatorio en comparacion con el perioperatorio
(p=0.06); en tanto que la hemoglobina disminuyd en relacion del preoperatorio con el
perioperatorio (p=0.001) y con el postoperatorio (p=0.000). No encontramos
diferencias estadisticamente significativas para los niveles de potasio y potencial
hidrégeno.

Conclusiones

El malondialdehido promete ser un marcador de estrés oxidativo en la cirugia de
revascularizacion para el tratamiento de la isquemia arterial aguda; en tanto que
requerimos de estudios subsecuentes con un incremento en el tamafo de la muestra
para evaluar con certeza el papel del 6xido nitrico y los niveles de lactato en los
eventos de revascularizacion.
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JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Los tratamientos disponibles para el sindrome de reperfusién antes mencionados, y
que fueron descritos por Haimovici; son la adecuada hidratacién del paciente,
mantener la uresis ya sea con diuréticos osmaéticos o de asa-, el uso de alopurinol, y
la alcalinizacién de la orina: mismos que son tratamientos indirectos al sindrome de
reperfusion, en el cual, con el uso de ésta terapéutica se busca depurar la mioglobina
circulante. Sin embargo ninguno de estos tratamientos se encuentra en la busqueda
de disminuir el dafio de las células musculares que ocasiona la peroxidacién de las
membranas celulares por los radicales libres. Lo anterior no indica que el tratamiento
convencional no se efectivo; no obstante se deben de buscar otras estrategias para

disminuir el sindrome de reperfusion desde su génesis.



MARCO TEORICO

LESION POR ISQUEMIA Y REPERFUSION

INTRODUCCION

Existe un grupo diverso de complicaciones, las cuales se pueden presentar de
manera aislada o en conjunto como resultado del restablecimiento de flujo sanguineo
a una extremidad isquémica, éste tipo de complicaciones mencionadas dependeran

de la intensidad de la isquemia que se presente en dicha extremidad (1 2).

La probabilidad e intensidad con la que se pueden presentar las complicaciones
antes mencionadas son determinadas por numerosos factores como el volumen de
tejido afectado, la intensidad de la isquemia y la duraciéon en tiempo que ésta se
presenta. Afectando asi de manera directa e indirecta al paciente en el periodo del

peri operatorio (1).

La mortalidad y la morbilidad en el proceso de la reperfusién pueden reducirse de
manera significativa mediante la anticipacion, el reconocimiento y tratamiento de los

efectos de la revascularizacion (13).

FISIOPATOLOGIA

Cuando los tejidos del organismo son sometidos a isquemia, dependiendo el tiempo
de la misma, puede haber recuperacion de la funcién con minimas repercusiones, o
bien, una serie de eventos que pueden terminar en disfuncion tisular e inclusive

llegar a necrosis.



Se cree que la necrosis y la disfuncion celular se deben al agotamiento de las
reservas energéticas que se encuentran dentro de la célula, asi como también a la

acumulacion de metabolitos toxicos.

Aunque es basico restablecer el flujo sanguineo a la célula, la reperfusiéon puede
lesionar aun mas los tejidos, inclusive el dafio provocado por la reperfusion puede
ser aun mas considerable que aquel dafio provocado por la misma isquemia. Lo
anterior se debe al proceso de reintroduccion de sangre oxigenada al tejido
isquémico, al parecer por la formacion de oxidantes citotdxicos derivados del oxigeno

molecular.

El oxigeno molecular puede aceptar un total de 4 electrones para formar agua, sin
embargo el oxigeno puede reducirse en pasos univalentes para generar tres
especies de oxidantes. La reduccion univalente tiene como producto el anién
superoxido O, -. La reduccion bivalente del oxigeno produce el peroxido de
hidrégeno H,O2 o también por la dismutacién del oxigeno: la dismutaciéon espontanea
de O, se lleva a cabo con rapidez en una solucién acuosa; por lo que la produccion
de O3 in vivo se acompafia inalterablemente con la produccién de H,O,. El tercer
radical libre derivado del oxigeno molecular es el radical hidroxilo (-OH) el cual es
formado por la interaccion de O, y el H,O» por la reaccion de Haber-Weiss y es un

agente oxidante potente.

La generaciéon de radicales libres es perjudicial, para muchas biomoléuclas que se
encuentran en las células, en especial; los acidos nucleicos, lipidos de la membrana,
enzimas y receptores. Los acidos grasos poliinsaturados que se encuentran en la
superficie de la membrana celular, son muy susceptibles a su degradacién por el
hidroxilo resultando en la peroxidacion de estos lipidos. La peroxidacion de los
lipidos de la membrana celular puede alterar su fluidez y distribuir el contenido

celular en compartimientos lo que dara como consecuencia la lisis celular.



Durante la reperfusion existe una fase explosiva de formacion de radicales libres que
dura de dos a cinco minutos, entrando en accion los protectores celulares a los
cuales se les llama enzimas depredadoras de radicales libres como la dismutasa de
superoxido y la catalasa la cual cataliza la desproporcion entre H,O, y H,O y O..
También existen depredadores no enzimaticos que atenuan la lesiéon entre ellos,

como son el dimetilsulféxido (DMSO), dimetiltiourea y el manitol.

Dado que la principal proteccion que ofrecen los depredadores es contra el hidroxilo,
muchos investigadores proponen que este es el radial principal que provoca el dafo
celular, sin embrago la reaccion de Haber-Weiss ocurre a un ritmo muy bajo para
tener importancia fisiolégica, pero se ha vsto que la reaccién se puede acelerar en
gran medida en la presencia de metales de transicién como el hierro y cobre. En el
caso del hierro, cuando se encuentra en estado férrico (ferritina Fe**) el superdxido
puede reaccionar con la ferritina y producir hierro ferroso (Fe*?) vy liberar de forma
importante hidroxilo. Esta reaccion puede ser detenida con deferoxamina o

apotransferrina.

La capacidad de los radicales de hidroxilo para reaccionar con los lipidos de
membrana da por resultado la formacion de radicales en forma de dienos conjugados
y radicales hidroperdxidos de los lipidos. A menudo se mide la intensidad de la
reperfusion por la medicion de estos dienos o del malondialdehido como indices de

peroxidacién de los lipidos.

Durante la isquemia la reduccion del oxigeno conduce a un cambio del metabolismo
aerobio a metabolismo anaerobio. Conforme el acido lactico se acumula y las
demandas metabolicas permanecen sin cambio, la bomba de la membrana Na'/K*
dependiente de ATP falla y la membrana celular es incapaz de mantener un
gradiente osmolar; resultando en mayor edema, entrando un ciclo de auto
perpetuacion del dafio. Conforme se agrega la anoxia de los tejidos se induce la
peroxidacion lipidica de la membrana celular, estimulando la cascada inflamatoria,

activando neutrofilos y generando hipoxantina. Si este proceso continta, puede



ocurrir un dafio permanente conocido como sindrome de reperfusion, en el cual no
hay correlacién entre el dafio metabdlico con el dafio estructural aun cuando el flujo

se haya restablecido (4 5).

La xantinooxidasa es la enzima que limita la magnitud del acido nucleico, por medio
del cual todas las purinas se destinan a la oxidacién terminal. La xantinooxidasa tiene

la capacidad de generar H,O; y O,- durante la oxidacién de hipoxantina a xantina.

En condiciones normales la xantinooxidasa, que se encuentra en las células sanas
no isquémicas, sobre todo en forma de deshidrogenasa de xantina, dependiente del
NAD" (XDH). Esta forma la enzima y emplea NAD" en vez de O, como aceptador de

electrones durante la oxidacién de las purinas y no produce O;- ni H20,.

La xantinodeshidrogenasa se convierte en la forma productora de oxidantes durante
la isquemia llamada xantinooxidasa por medio de dos mecanismos: la oxidacién y la
protedlisis, que es la forma irreversible. El grado de conversién es proporcional a la

duracién de la isquemia.

Dado que los depredadores de los radicales de oxigeno ofrecen una propiedad
protectora, también se ha dado énfasis a la inhibicion de la xantinooxidasa con la
administracion de alopurinol, el cual atenua la necrosis celular y el incremento de la

permeabilidad capilar.

Otro de los mecanismos de lesidon en el sindrome de reperfusion son los neutrofilos,
los cuales contienen NADPH oxidasa, el cual es encargado de reducir el oxigeno
molecular hasta el anién superoxido; ademas de secretar enzima mieloperoxidasa
(MPO) la cual cataliza la formacién de acido hipocloroso (HOCI) a partir del peroxido

de hidrégeno y iones de cloruro.

El acido hipocloroso, por otro lado, es una agente oxidante y clorante potente 100

veces mas reactivo que el H,O,, reaccionado con rapidez con las aminas primarias



(RNHz) para producir derivados N-clorados (RNHCI) que tienen la equivalencia
oxidante del H,O y del HOCI. Las N-cloraminas lip&filas son las causantes probables
de la lesion celular acompafiadas de la produccion de HOCI. La citotoxicidad que se
observa cuando hay HOCL y N-cloraminas puede ser mediada pro al oxidacién de
los sulfhidrilos, inactivaciéon de la proteina hem y el citocromo y la degradacion de los

aminoacidos y las proteinas.

Los neutrdfilos activados ademas de la produccion de radicales libres, pueden ser
citotoxicos por la activacion de enzimas como la elastasa y colagenasa, que
lesionan las células parenquimatosas y la microvasculatura. Los neutréfilos también
son los mediadores primarios de la permeabilidad microvascular inducidos por la

reperfusion.

No esta claro el mecanismo por el cual el superoxido media la adherencia de los
leucocitos dependientes del endotelio, sin embargo se ha sugerido que el superéxido
puede inhibir sustancias antiadherentes en el endotelio, sospechando principalmente
del 6xido nitrico, que es una sustancia biolégicamente activa producida por las

células endoteliales que impide la agregacion de las plaquetas vy los leucocitos.

Como conclusién por parte de los estudios realizados, hay evidencia que el dafio
producido por la reperfusion esta dado por lesion a la célula parenquimatosa asi
como también a la miscovasculatura. Esta lesion esta mediada por los metabolitos
reactivos del oxigeno y por los leucocitos polimorfonucleares activados. Los
oxidantes derivados de la xantinooxidasa provocan la produccién y descarga de
agentes pro inflamatorios, que a su vez promueven la adherencia y migracién de los
leucocitos polimorfonucleares. Los leucocitos adherentes, median la lesion
microvascular por descarga de proteasas, oclusion fisica de la barrera endotelial o

ambos mecanismos.



MANIFESTACIONES CLINICAS

Se reconocen ciertas alteraciones sistémicas justo después de la restauracion de la
continuidad del flujo arterial en extremidades con un grado de isquemia avanzado
(rigidez precoz, pérdida de la sensibilidad y cierta pérdida de la funcién motora)
presentando desequilibrios importantes en electrolitos sistémicos y en el sistema
acido base; esto provocado por un retorno rapido y repentino hacia el corazén de
sangre acidotica, con elevado contenido en potasio. Este efecto metabdlico, junto
con el remanso de sangre en los vasos dilatados de la extremidad, da lugar a una
hipotensién. Se ha encontrado que hasta en un 80% de los pacientes presentan,
posterior a la retirada de las pinzas, efectos electrocardiograficos significativos,
hipotensién 0 ambos cambios a la vez, por lo que se requiere de un anestesiélogo

experimentado en estas situaciones para el manejo de estas alteraciones.

Es necesaria la vigilancia estrecha en el postoperatorio, ya que el alto contenido de
potasio puede producir efectos adversos en el ritmo cardiaco y conducir a una
muerte subita. A pesar de que esta elevacion del potasio es transitoria, en algunas
ocasiones puede persistir, motivo por el cual se requiere vigilancia estrecha asi como

monitorizacion electrocardiografica en este tipo de pacientes.

MONITORIZACION DEL FENOMENO

El analisis continuo de la creatinfosfoquinasa (CPK) en el periodo postoperatorio
suministra una indicacion de la extension de la lesién tisular que se ha producido,
presentandose posteriormente una mioglobinuria en presencia de una necrosis

muscular extensa, y dando como consecuencia una insuficiencia renal (g).

TRATAMIENTO CONVENCIONAL

Como parte del tratamiento estandar que se ha sugerido posterior a la

revascularizacion de una extremidad con isquemia avanzada, se recomienda la



adecuada hidratacién del paciente, asi como la administraciéon de furosemida para
provocar una diuresis enérgica con el objeto de prevenir las complicaciones renales;
asi como la alcalinizacién de la orina con bicarbonato de sodio por via sistémica para
la prevencion de la precipitacion de mioglobina a nivel de los tubulos renales ().

Dentro de las complicaciones locales se puede producir edema de la extremidad
afectada como un efecto ulterior a la revascularizacién; este edema puede ser tan
severo que puede llegar a comprometer en un inicio el flujo venoso v,
posteriormente, el flujo arterial, pudiendo dar lugar a una reoclusion. El principal
proceso primario de este edema es la lesién capilar, lo cual resulta en un trasudado
de liquido a través de la membrana basal de los capilares; conforme la presion
intratisular se incrementa por el efecto del edema, los capilares se comprimen

resultando en una isquemia de los tejidos.

En caso de que haya una trombosis venosa profunda concomitante, ésta contribuye
como causa adicional al edema ya descrito. El fallo en reconocer esta condiciéon pone
en serio riesgo la viabilidad de la extremidad, por lo que se requieren revaloraciones
continuas, sin ser fiable la presencia de pulsos; ya que la desaparicién de éstos es

una manifestacion tardia de un sindrome compartamental (7 g)

PERFLUROCARBONO

El desarrollo de sustitutos de sangre capaces de liberar oxigeno a los tejidos ha sido
abordado de dos maneras diferentes: las soluciones acarreadores derivadas de
hemoglobina y los perflurocabonos (PFC). Las habilidades intrinsecas de los PFC de
disolverse, liberar y atrapar gases (oxigeno y bioxido de carbono) han sido

exploradas en diferentes modelos experimentales con muchas aplicaciones clinicas

(9,10)-
Los PFC son una familia de compuestos derivados de un hidrocarburo donde los

atomos de hidrégeno han sido remplazados por atomos de flior. Esta sustitucion

tiene una profunda influencia sobre las propiedades fisicas y quimicas de estos
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compuestos, permitiendo diferentes usos tanto en la electrénica, como en la quimica

y la medicina (11).

Estos compuestos pueden disolver grandes volimenes de gases respiratorios (por
ejemplo entre el 40 y 70 % de oxigeno por unidad de volumen a 37 °C, cifras
mayores que la sangre) con una relacion lineal entre la tensiéon de oxigeno y la
presion parcial, de acuerdo con la ley de Henry; lo que contrasta con la curva
sigmoidea de la sangre total y la hemoglobina (Hb). Debido a su pequefia medida,
pueden emplearse para el transporte de oxigeno a regiones vasculares distales con
oclusiones parciales, como en el infarto agudo del miocardio, la trombosis o las crisis
de la anemia drepanocitica; también pueden emplearse para el transporte de
oxigeno al interior de un tumor para aumentar el tratamiento subsecuente con

radiaciones ionizantes. (1o)

Propiedades de los liquidos perfluorocarbonados:
a) Liquidos claros. - Inodoros.
) Quimica y biolégicamente inertes.
) Alta solubilidad en gas.
d) Alta densidad.
) Baja viscosidad.
f) Baja tension superficial.
g) Radiopacos.
h) Facilmente esterilizables.

Debido a que son inmiscibles en sangre y agua, deben emulsificarse para su uso
intravascular. Después de la infusion intravascular, las gotas de la emulsién se
remueven de la circulacion y se retienen temporalmente por las células fagociticas
del sistema reticulo endotelial y finalmente se excretan en la exhalacién corporal. Los
fluorocarbonos con peso molecular en el rango de 460 a 520 tienen tiempos de

retencion tisular aceptables (10).
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Las desventajas de los fluorocarbonos son:

La necesidad de someter al paciente a un medio con alta concentracion de oxigeno,

lo que puede provocar toxicidad.

El bloqueo potencial del sistema reticulo endotelial (este sistema es el que realiza su
aclaramiento) y producir una subsecuente disminucion del aclaramiento de agentes

patdégenos.

En 1996 Lenad C. Clark sumergié un ratén por muchas horas en un PFC oxigenado,
aunque el raton murié por dafio pulmonar este experimento lanzé a la fama a estos

compuestos y a la busqueda de sus aplicaciones clinicas (12).

Han surgido muchos problemas técnicos para el desarrollo de los PFC. El PFC ideal
debe de ser lo suficientemente pesado para ser emulsificado para su aplicacion
intravenosa, pero lo bastante ligero para ser liposoluble para una rapida excrecion.
Deben de ser optimizados para soportar las presiones de vapor y evitar la retencién
de aire en los alvéolos, el cual puede causar un incremento en el volumen residual
pulmonar. Las emulsificaciones de PFC se crean con un alto grado de

homogenizacién de pequefas gotas de PFC en fosfolipido de la yema de huevo (o).

Dentro de la medicina se han usado en el campo de la oftalmologia para reemplazos
temporales de humor vitreo. La longitud de la cadena de carbono determina las
caracteristicas fisicas de un PFC en particular. Los perfluorocarbonos de cadena
pequefa como el perfluoro-propano son gases que se introducen en el ojo y sellan
los agujeros retinianos. Los PFC de cadena larga como el perfluro-octano son
liguidos mas pesados que el agua (13). Son compuestos inertes, muy estables, y muy
solubles; pueden ser utilizados como contrastes de ultrasonido ya que son liquidos a
temperatura ambiente y tienen la propiedad de verse convertidos en gas con la
temperatura corporal formando microburbujas, las cuales oscilan y vibran cuando se

les aplica energia soénica, reflejando el ultrasonido (19).
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Las emulsificaciones de PFC han sido propuestas para el tratamiento del sindrome
de isquemia- reperfusion. Este fendmeno se puede presentar en el contexto de un
shock séptico, hipovolémico, EVC, hemorragia, trauma, cirugia, angioplastia

coronaria, trasplante de 6rganos y reparaciones de aneurismas.

La reperfusion posterior a la isquemia incrementa la permeabilidad de las proteinas
en los capilares; resultando en edema y la posible evolucién hacia la necrosis. Este
tipo de lesidon en el musculo esquelético esta asociado a una alta morbilidad y
mortalidad. Numerosas evidencias sugieren que el evento inicial de la reperfusion
esta asociado a la acumulacién de productos reactivos del oxigeno y de PMN en las
vénulas poscapilares, en conjuncion con la migracion de los neutrdéfilos a través de la
barrera microvascular. La severidad de los cambios que ocurren durante la
reperfusién depende en parte del tiempo de isquemia. El incremento en la
adherencia de los PMN, la permeabilidad de las proteinas y la formacion de edema

ocurre en los primeros 30 minutos de la reperfusion (s).

Los PFC contindan siendo propuestos como materiales que proporcionan un
acarreador de oxigeno en cuadros anémicos. Estos materiales pueden ser un inicio
en la sustitucién de sangre ya que sus ingredientes en la mayoria sintéticos son de
mucha disponibilidad en la industria. No es muy claro como estos materiales mejoran
la sobrevida de los tejidos cuando estos se encuentran con mala perfusion, con
isquemia o sometidos a anemia intensa. Es importante determinar como los
fosfolipidos usados en la emulsificacion de los PFC reaccionan con los radicales

libres del oxigeno generados durante la isquemia y como afecta a la microcirculacién

(10,11)-
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El fendbmeno o lesion de reperfusion en la cirugia de revascularizacion en
extremidades con insuficiencia arterial aguda, conlleva necesariamente un periodo
de isquemia, que en ocasiones puede ser prolongada, lo que desencadena un
estado anaerobidtico del tejido isquémico de miembros inferiores; esto a su vez
genera un metabolismo alterno para lograr ATP; como es el ciclo de anaerobiosis

con la produccion de lactato como metabolito representativo de la isquemia.

El fendmeno de estrés oxidativo consecutivo a la isquemia se caracteriza por la
produccion de radicales libres de oxigeno como el peroxido de hidrégeno, el
malondialdehido, que pueden ser evaluables a través de ensayos bioquimicos por
ELISA.

Las intervenciones hasta la fecha no han logrado disminuir sustancialmente la
produccion de radicales libres. Se ha tenido buena experiencia con el acarreador de
oxigeno (perfluorocarbono) en otros eventos isquémicos como la lesion traumatica
de medula espinal y la angioplastia coronaria; puesto que ha demostrado no sélo
abatir los niveles de radicales libres, sino también mejorar la sobrevida del tejido y la

recuperacion motriz.

Es de esperarse que las consecuencias a la cirugia de revascularizaciéon en
extremidades con insuficiencia arterial aguda (como la acidosis metabdlica, arritmia
cardiaca, insuficiencia renal o incluso el infarto del miocardio) disminuyan al barrer
los radicales libres de oxigeno. Por lo que se deberan buscar los marcadores
adecuados para establecer el fendmeno de isquemia reperfusion y posteriormente

evaluar la intervencion de los perflurocarbonos.
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HIPOTESIS

Los pacientes sometidos a cirugia de revascularizacion en extremidades con
insuficiencia arterial aguda, tendran un incremento en los niveles de lactato,
radicales libres, acidosis metabdlica y potasio consecutivo al despinzamiento arterial.
Los pacientes sometidos a cirugia de revascularizacion en extremidades con
insuficiencia arterial aguda, tendran presencia de arritmias cardiacas, acidosis

metabdlica, hiperkalemia y creatinemia (> basal).

OBJETIVOS

Describir los efectos de la cirugia de revascularizacion en extremidades con
insuficiencia arterial aguda, sobre los niveles de lactato, radicales libres, acidosis

metabdlica y potasio consecutivo al despinzamiento arterial.

Describir los efectos de la cirugia de revascularizacion en extremidades con
insuficiencia arterial aguda, en relaciéon a la presencia de arritmias cardiacas,

acidosis metabdlica, hiperkalemia y creatinemia (> basal).
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MATERIAL, PACIENTES Y METODOS

Disefio del estudio:
Se ftrata de un estudio descriptivo, longitudinal, cuasiexperimental vy

analitico.

Universo de trabajo:
Se llevdo a cabo en una poblacién derechohabiente del Hospital de
Especialidades del CMN SXXI, que cumpliendo con los criterios de
inclusiodn, se incorporaron en forma consecutiva al estudio; estos pacientes
fueron seguidos por un periodo de 24 horas posterior a su intervencion
quirurgica. Lo anterior realizado en un periodo comprendido entre agosto
del 2010 a junio del 2011.

Variables:

Independientes:
Edad, género, origen, etnia.

Dependientes
Tiempo de isquemia (por historia clinica)
Tabaquismo
Comorbilidades (diabetes tipo 2, hipertension arterial, arritmia
cardiaca, dislipidemia)
Clasificacion de isquemia
Nivel plasmatico de malondialdehido, Oxido nitrico, pH,

hemoglobina, potasio y lactato.

Variables de confusion:

Hemoglobina / hematocrito

Viscosidad sanguinea,
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Seleccion de la muestra:

a) Tamafio de la muestra:

Dado que no existe antecedente en la literatura de la asociacion
entre la isquemia y reperfusién asi como sus marcadores de
reperfusion, se llevara a cabo un estudio piloto o exploratorio, para
tratar de identificar al biomarcador mas sensible para el fenémeno

mencionado.

b) Criterios de seleccion:

Criterios de inclusion:

= Se incluyeron todos los pacientes mayores de 18 afios de edad,
con insuficiencia arterial aguda Rutherford I, 1A y IIB acudan al
servicio de urgencias del HE CMN Siglo XXI , los cuales sean

candidatos a cirugia de revascularizacion en extremidades.

Criterios de no inclusion:

= Pacientes con padecimientos inflamatorios vasculares agudos.
= Vasculitis (Takayasu)

= Tromboangeitis obliterante.

= Ergotismo

= |nsuficiencia arterial cronica.

Criterios de exclusion:

= |squemia Irreversible
= |nsuficiencia Rutherford lll, pacientes embarazadas
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Tratamiento:

Se tomaron 5cc de sangre durante la obtencion de muestras habituales a
su ingreso, en el procedimiento trans anestésico al despinzamiento de la
extremidad y 24 horas posteriores a la cirugia durante la monitorizacion de
tiempos de coagulacién y CPK. Las muestras tomadas se separaron, 1 cc
se procesoO con gasometro para determinacion de pH y lactato. El resto de
los 4 cc se coloco en tubo seco y se centrifugaron, separando el suero y se

almacenaran a -80°C para su posterior proceso.

Técnica quirurgica: Se Prepard estériimente al paciente con campos
quirargicos el segmento vascular a explorar. La cirugia inicié con la
exposicién de la arteria afectada con control vascular proximal y distal,
heparinizacién sistémica, pinzamiento proximal y distal exploracién con
catéter de Fogarty hacia proximal y distal dependiendo de diametro y/6
hallazgos, se realizé trombectomia y/6 tromboembolectomia verificacion del
adecuado reflujo y irrigacion con heparina no fraccionada hacia distal y
hacia proximal, cierre de arterial con polipropileno Se despinzé el reflujo de
la arteria operada. Se verifica hemostasia, cierre de herida en multiples

capas para eliminar la fuga linfatica.
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PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

OXIDO NITRICO

Método de Griess

CURVA DE CALIBRACION DE OXIDO NITRICO (NITRITOS)

La curva de calibracion para la determinacién de 6xido nitrico, se basé en la

determinacion de nitritos de acuerdo al procedimiento de Griess. En este caso todos

los reactivos se adquirieron de la marca Sigma

Cuadro 1. Procedimiento para realizar la curva de calibracion de 6xido nitrico plasmatico y urinario

reaccion de Griess (Green et al, 1982).

Agitar Agitar Leer
Concentracié Volumen final de Agua destilada Sulfanila suavemente e NED suavement | a 540
n de NaNO, estandar de NaNO2 mida incubar a 22°C 0.1% e e incubar nm
(100 uM) uL 1.0% por 15 minutos a22°C
en oscuridad uL por 15
uL uL minutos en
oscuridad
0 0 50 50 50
2 1 49 50 50
4 2 48 50 50
8 4 46 50 50
15 7.5 42.5 50 50
30 15 35 50 50
50 25 25 50 50
100 50 0 50 50
Plasma 10 uL 40 50 50
Orina 10 L 40 50 50
Saliva 10 uL 40 50 50
0.8
0.6
£
5 0.4
s
[=]
0.2
0.0 :
20 40 60 80 100

NaN02 uM/ul
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Curva de calibracion de 6xido nitrico, cada punto se realizo por triplicado, la linea

totalmente recta corresponde a la regresion lineal.

Volumen de la muestra 20 o 50 pyL (desproteinizada).

Preparacion de reactivos

Reactivo de Sulfanilamida al 1%
1). 100 mg de sulfanilamida o acido sulfanilico (Sigma).
2). Aforar a 10 mL con &acido fosférico al 5%
3). Agitar e incubar a 30°C por 10 min para facilitar la disolucion

4) Conservar en oscuridad y a 0°C

Reactivo de N-1-Naftilendiamino (NED) al 0.1%
1). 10 mg de NED (Sigma)
2). Aforar a 10 mL con &cido fosforico al 2%

3). Conservar en oscuridad y a 0 °C

Estandar de Nitrito de sodio (concentrado) 100 mM/mL
1). 69 mg de nitrito de sodio (Productos Quimicos Monterrey. Monterrey,
NL. Mex)
2). Aforar a 10 mL con agua destilada
3). Es estable indefinidamente a temperatura ambiente

Estandar de Nitrito de sodio (solucion de trabajo) 100 uM/mL
1). 10 pL de la solucion concentrada de NaNO2
2). Aforar a 10 mL con agua destilada

3). Es estable indefinidamente a temperatura ambiente

Acido fosférico al 5%
1). 500 pL de &cido fosférico concentrado ()
2). Aforar a 10 mL con agua destilada

3). Es estable indefinidamente a temperatura ambiente
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Acido fosférico al 2%
1). 200 pL de acido fosférico concentrado
2). Aforar a 10 mL con agua destilada
0
a). 4 mL de acido fosférico al 5%
b) 6 mL de agua destilada

3). Es estable indefinidamente a temperatura ambiente

MALONDIALDEHIDO
Método de Ohkawa

Desproteinizacion de la muestra
50 uL de muestra
50 uL de TCA al 20% frio
Mezclar en vortex
Incubar a 4 °C, 10 min.
Centrifugar a 11,000 g, 3 min.
Conservar la pastilla para la medicién de carbonilos totales
Recuperar el SOBRENADANTE

Mediciéon del MDA
25 uL de sobrenadante
200 uL de TBA al 0.8%
Mezclar en vortex
Incubar a 95 °C, 60 min.
Incubar a 4 °C, 10 min.
Colocar 90 uL en pozo (por duplicado)

Leer a 532 nm

Curva de calibracion
1 mL de MDA 100 uM
Hacer con ella, diluciones seriales de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125,
1.5625, y 0 uM



Reactivos
TBA 0.8%, 50 mL
- 400 mg acido 2-tiobarbiturico (TBA, Aldrich D 11.350-6, o Sigma o
Acros)
-5 mL TCA 20%
-1.25mL HCI0.25N
-43.75 mL Agua BD

TCA (20%)
mL &cido tricloroacético al 20% (Merck 9415)

mL aqua desionizada

HCI (0.25N)
5 mL acido clorhidrico 1 mol/l

15 mL agua desionizada

TBA/HCI/TCA (preparar en agua con hielo)
TBA: HCI: TCA=1:1:1

MDA (TEP) 100 mM
- 83 uL MDA
-5 mL agua BD

MDA 100 uM
- 10 uL MDA 100 mM
- 10 mL H20 Agua BD.

BTH (Butilerter Alcohol, (2% in Ethanol)). ESTE REACTIVO ES OPCIAL y
se usa 5 mL por cada 50 uL de muestra.

20 mg 2,6-di-tert. Butyl-4-methylphenol (Aldrich D 4-740-4)

1 mL etanol al 100%
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ANALISIS ESTADISTICO
Inicialmente se realizaran medidas de tendencia central y se intentara si las muestras

son homogéneas implementar ANOVA.

CONSIDERACIONES ETICAS

Debido a que no se realizaran maniobras diferentes a las habituales en la
revascularizacion y solamente se tomaran un par de muestras de 5 ml antes y
después del procedimiento, se le comunicara mediante consentimiento informado al
paciente si esta de acuerdo en que se le realice el muestreo de sangre, dado que el
paciente firma la carta de consentimiento habitual para el procedimiento quirurgico se
le explico previo a la firma del mismo la caracteristica del estudio.

RECURSOS PARA EL ESTUDIO

Recursos humanos: Investigador, Quimico farmacobiélogo y Asesor

Recursos materiales: Uso de tubos de ensayo secos, gasdmetro con reactivo de
lactato, congelador para muestras a -802 proporcionado por el moddulo de
investigacion hospitalaria del H. de Especialidades CMNSXXI, hoja de recoleccion de
datos, expedientes de los pacientes de Angiologia y Cirugia Vascular del H. de
Especialidades CMNSXXI. Computador MacBook de la marca Apple con programa
Microsoft Office for Mac 2011 (Word y Excel). Reactivo necesarios para realizar
determinacion de malondialdehido con método de Okhawa y éxido nitrico por el

método de Griess.

Recursos Financieros: no se requieren.

FACTIBILIDAD

El proyecto es totalmente factible ya que se realizan aproximadamente 5 a 7
procedimientos a la semana con las caracteristicas mencionadas, y que
considerando las limitaciones de los criterios de inclusién, seran entre 3 a 4 por
semana para recolectar la muestra completa en 3 meses. Por otro lado se cuenta ya

con los reactivos para determinar el estrés oxidativo condicionado por la isquemia.
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RESULTADOS

Se evaluaron un total de 13 pacientes entre 53 y 85 afios de edad, obteniéndose una
edad. Un numero de 9 pacientes correspondieron al género femenino con una edad
de 74.2 + 10.4 afios; y 4 al género masculino con una media de edad de 69.25 + 7.9

afios (Figura 1).

“; Edad y Género
8
7
6
5
4
3
2 74.2110.4 69.25 7.9
a anos afios
0
Femenino Masculino

Figura 1. Promedio de edad y frecuencia de género

Para los estados comorbidos presentados tanto de manera aislada como en
conjunto, encontramos que la diabetes mellitus tipo 2 se mostré en 4 pacientes, en
tanto que la hipertensiéon fue padecida por 6 de ellos, haciéndose presente la
dislipidemia en 2 pacientes, y las arritmias fueron identificadas en 5 de ellos. (Figura
2)

Figura 2. Frecuencia de aparicion de los estados comérbidos.
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En cuanto a la presencia de tabaquismo, observamos que éste fue positivo en 5
pacientes, correspondiendo 4 de ellos al género masculino y solamente 1 al género

femenino.

Para las complicaciones observadas posteriores a los procedimientos terapéuticos
realizados a los pacientes, se encontré que 4 de ellos desarrollaron algun tipo de
complicacion, presentdndose en un paciente trombo auricular con paro cardiaco

congestivo, y en tres pacientes la necesidad de amputacién por encima de la rodilla.

El tipo de isquemia que se manifestd6 con mayor frecuencia previamente al
procedimiento quirdrgico, de acuerdo a la clasificacion de Rutherford, fue el 1IB (92%)
estando presente en 12 pacientes, mientras que sélo un paciente presentd isquemia
de tipo lIA (8%).Para el tiempo de isquemia se obtuvo una media de tiempo de 81.1 +

115.73 horas, teniendo como minimo 3 horas y como maximo 336 horas.

Las concentraciones de los distintos marcadores fueron medidas en los tiempos

preoperatorio, perioperatorio y a las 24 horas en el postoperatorio.

En cuanto a la concentracién de los niveles de Nitrato de Sodio (NaNO2), los niveles
en el tiempo basal preoperatorio fueron de 1.58+1.28uM/uL, 0.99+0.69uM/uL en el
perioperatorio y 1.03+0.64uM/uL a las 24 horas de la intervencién quirdrgica; no
observando ninguna diferencia estadisticamente significativa al comparar los tiempos
preoperatorio, perioperatorio y postoperatorio entre si, sin embargo se observa una
tendencia de significancia al comparar los niveles basales con los del postoperatorio
(p= 0.06); por lo que sugerimos para estudios subsecuentes en este ambito aumentar

el tamafio de la muestra. (Figura 3).
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Figura 3. Niveles de NaNO2 en el preoperatorio, perioperatorio y a las 24 horas de la intervenciéon quirurgica.

En cuanto a las concentraciones de Malondialdehido, los niveles en el preoperatorio

fueron de 5.53+1.51uM/mL, de 7.81+3.83uM/mL en el momento del perioperatorio y

7.31£2.49 uM/mL para el postoperatorio, obteniendo una diferencia estadistica al

comparar estos niveles en el tiempo preoperatorio vs. perioperatorio (p= 0.013), asi

como el preoperatorio vs.postoperatorio (p= 0.006), a favor de su incremento; no

siendo asi para el tiempo perioperatorio vs. postoperatorio (p=0.32). (Figura 4).

uM/mL

14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00
2.00
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Malondialdehido

_%_
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*Preoperatorio

—
|
|

|
7.1|
|

**Perioperatorio

7.31

***Postoperatorio

Valor de p
* vs ** p=0.013
* yg p=0.006

*%

vs *** p=0.32

Figura 4. Niveles de Malondialdehido en el preoperatorio, perioperatorio y a las 24 horas de la intervencion
quirdrgica.
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Los niveles de potasio en el preoperatorio se encontraron en 3.53+£0.75 mosM/ml que

en comparacion con los valores del perioperatorio 3.20+0.72 mosM/ml, no fue

diferente (p=0.11), asi como tampoco se observaron diferencias al comparar los

niveles preoperatorios con los postoperatorios 3.16£0.81 mosM/ml (p=0.10), ni de

éstos con los preoperatorios (p=0.4) (Figura 5).

mosM/mL

5.00

4.00

3.00
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‘ 3.16

Valor de p

*

Vs ** p=0.11

*

Vs *** p=0.10

*%

vs *** p=0.4

Figura 5. Niveles de Potasio en el preoperatorio, perioperatorio y a las 24 horas de la intervencién quirurgica.

Para el potencial hidrégeno (PH) éste se encontré en 7.38+0.06 en el momento

prequirdrgico para los pacientes, en 7.37+0.65 en el momento quirdrgico y de 7.37+

0.033 en el postquirurgico, no encontrando ninguna diferencia estadisticamente

significativa, ni con tendencia a la significancia al realizar la comparativa. (Figura 6).
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Figura 6. Niveles de Potencial Hidrogeno (PH) en el preoperatorio, perioperatorio y a las 24 horas de la
intervencion quirurgica.
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La hemoglobina para el preoperatorio fue de 13.19+2.97mg/dL que al compararse
con el perioperatorio 10.48+3.18 fue estadisticamente diferente a favor de los valores
basales (p=0.001), asi como también estos valores basales fueron superiores que el
postoperatorio 10.19+2.96mg/dL (p=0.000), no habiendo diferencia entre los valores

en el perioperatorio y el postoperatorio (p=0.34). (Figura 7).

Hemoglobina

13.19 *vs ** p=0.001
10.48 10.19
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Figura 7. Niveles de Hemoglobina en el preoperatorio, perioperatorio y a las 24 horas de la
intervencion quirurgica.

Finalmente el lactato se encontré6 en 2.19+1.75mmol/L en el prequirdrgico,
1.181£0.56mmol/L en el perioperatorio, y 1.54+0.57mmol/L en el postoperatorio,
habiendo una diferencia estadisticamente significativa en la comparaciéon del
preoperatorio con el perioperatorio (p=0.02), no siendo asi para el preoperatorio vs.
postoperatorio (p= 0.11). Y, aunque no se encontraron diferencias para el
perioperatorio vs. el postoperatorio, se encontré6 una tendencia de diferencia
significativa entre ellos (p=0.06), que nos sugiere que al momento de realizar un
aumento en el tamafo de la muestra podria alcanzar la significancia estadistica,
aunque ésta solo seria util, por asi decirlo, en demostrar que el lactato aumenta ante
el periodo de reperfusion, no siendo asi para el isquémico, ya que los valores del
postoperatorio nunca llegan a superar los basales, pero si los del perioperatorio en el
momento de la isquemia. (Figura 8).
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Figura 8. Niveles de Lactato medidos en el preoperatorio, perioperatorio y a las 24 horas de la intervencion

quirurgica.
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DISCUSION

La insuficiencia arterial es una condicion patologica producto de interrupcion del flujo
sanguineo con la consecuente hipoxia que representa un motivo de consulta de

urgencia frecuente en los servicios de angiologia (12

La caracteristica principal de esta patologia es un insuficiente aporte sanguineo a los
tejidos, del cual pueden derivarse diversas manifestaciones que pueden ir desde la
claudicacion intermitente hasta la necrosis de la extremidad; siendo los cambios en la
macrocirculacion los responsables de los signos clinicos que incluyen ausencia o
disminucién de la intensidad del pulso arterial en tanto que los cambios que ocurren

en la microcirculacion son responsables de la sintomatologia.(13)

El tratamiento médico en esta entidad dista mucho de ser el ideal para el paciente,
por lo que los enfermos en su mayoria deberan someterse a un evento quirurgico,
como la cirugia de embolectomia, derivacion arterial y la angioplastia con balén;
requiriéndose forzosamente en estos eventos de revascularizacion que el paciente
sea sometido a través de fendmenos de isquemia y reperfusion(as, s, donde esta
descrito que el dafo producido por estos dos procesos puede observarse desde su

génesis a través de marcadores que evaluen el estrés oxidativo.

Asi como se describi6 la influencia del éxido nitrico en estudios experimentales (1¢)
Lownstein CJ y col, realizdé una revisién acerca de los efectos fisiologicos del 6xido
nitrico(NO), aseverando y concordando con Snyder SH(7y que el mismo tenia
funciones importantes en el organismo tales como la regulacion de la presion
arterial(1g), la transmision de las sefiales neuronales(1g20,21) @asi como la supresion de
algunos patdgenosz, 23, 24), Sin embargo, y posterior a la revision de 3044 articuloszs,
26), también pudo concluir que el 6xido nitrico en cantidades excesivas, al ser un
radical libre, podia dafas a las células huéspedes pudiendo causar neurotoxicidad
durante las embolias y causar hipotension asociada con sepsis entre otros efectos

adversos, dejando abierta esta linea de investigacion para determinar cual era el
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papel del 6xido nitrico en los distintos estados patologicos 27y No obstante se cree
que el 6xido nitrico es quien interviene en el superdxido para mediar la adherencia de

los lecucocitos dependientes en el endotelio.

Como marcador en las lesiones pulmonares en pacientes sometidos a bypass
coronario el NO exhalado ya habia sido utilizado, no habiéndose obtenido resultados
concluyentes en relacion a la asociacion de lesion pulmonar en los pacientes
sometidos a este proceso de revascularizacion y el 6xido nitrico s En nuestro
estudio, para el cual medimos los niveles de la concentracion de NaNO2, en los
diferentes tiempos del proceso de revascularizacion, antes, durante y a las 24 horas
de realizado; encontramos que éste en efecto disminuyé respecto de los niveles
basales en comparacion con el perioperatorio que representa el momento de
isquemia, y aunque ésta diferencia no fue significativa, en parte por el tamafo de
nuestra muestra, se mostré una tendencia a la significancia estadistica, por lo que en
este contexto revalorariamos aumentar el tamafio de la muestra, con el fin de
demostrar si la medicion del NaNO2 puede ser un marcador del stress oxidativo que
se produce en el fendmeno isquemia-reperfusion, por lo que para ello se requieren
estudios ulteriores.

Un estudio experimental en ratas publicado por Granero-Tranconpg evalu6 los
niveles de malondialdehido, peroxidacién y la morfologia de los enterocitos en el
evento de isquemia-reperfusion; donde se sometié a los animales a un periodo de
isquemia que variaba entre 30 y 60 minutos, desarrollado sobre la arteria
mesentérica superior con la subsiguiente reperfusion; y posteriormente aplicando el
uso de superdxido dismutasa como antioxidante. Concluyendo que los niveles de
malonaldehido se habian visto incrementados de manera importante, asi como
aseveraron que los procesos de isquemia-reperfusion provocaban la peroxidacion de
lipidos; y que estos cambios eran significativamente reversibles a la aplicacion de
antioxidantes como superdxido dismutasa. Aunque en nuestro estudio no
intervenimos las variables mediante la aplicacion de antioxidantes, coincidimos en el

contexto de lo publicado por Granero-Trancén acerca de los niveles elevados que se
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hicieron presentes en nuestra muestra, ya que obtuvimos diferencias
estadisticamente significativas, a favor de que el malonaldehido puede ser utilizado
como un marcador de stress oxidativo en el proceso isquemia-reperfusion, al
encontrar los niveles en el preoperatorio y postoperatorio significativamente
aumentados respecto a las mediciones basales. Valdria la pena para posteriores
estudios evaluar el efecto de un barredor de radicales libres como el

perfluorocarbono en un entorno similar.

En contraste a los descrito por la literatura en cuanto a que en el evento de
reperfusion se presentan desequilibrios electroliticos y del sistema acido base que
pueden condicionar alteraciones en el ritmo cardiaco ). No encontramos diferencias
estadisticamente significativas al comparar los niveles de potasio medidos en los
diferentes momentos del fenédmeno isquemia reperfusiéon. De igual manera para los
niveles de PH en los pacientes, éstos no fueron diferentes para la comparaciéon de
los momentos preoperatorios, perioperatorios y postoperatorios, ni siquiera con una
tendencia a la significancia; motivo por lo que no pudimos asociar las complicaciones
presentadas en los pacientes a la evaluacién de estas variables; no representando

para nosotros, y para este estudio, un valor como marcadores del stress oxidativo.

La respuesta metabdlica del musculo esquelético hacia la isquemia ha sido evaluada
ya por numerosos autores, mismos que han concluido que el tejido muscular se ve
severamente dafiado por el fendmeno de isquemia, e inclusive aun mas por el
periodo de reperfusion, incrementando los productos de oxidacion lipidica (dienos
conjugados de &cidos grasos libres) y metabolitos intramusculares como el
lactato.s5). Por un lado, en contraste los niveles basales obtenidos en nuestro
estudio fueron los mas altos en comparacion a los periodos peri y postoperatorios,
inclusive observandose una diferencia estadisticamente significativa con el primero.
Sin embargo, curiosamente, después de descender los niveles de lactato en el
perioperatorio, éstos tuvieron una tendencia a incrementarse en el postoperatorio,
acercandose a la significancia estadistica; no permitiéndonos concluir si el lactato

puede o no utilizarse como un marcador de stress oxidativo en el fendmeno
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isquemia-reperfusion; sin embargo, esta tendencia al observar los valores de lactato
incrementados en el postoperatorio, nos lleva a pensar que quiza el fenédmeno de
reperfusiéon es el mas involucrado en la elevacion de esta variable; por lo que se
requierira en los subsecuentes estudios, en primera, de un tamano de nuestra mayor
que permita diferenciar con claridad si existe o no diferencia en los niveles medidos
en el pre, peri y postquirurgico; y en segunda instancia la evaluacion de un periodo
de seguimiento mayor a las 24 horas en el postquirdrgico, para determinar si

subsecuentemente éstos valores lograr superar o no a los valores basales.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se tratd de identificar la sensibilidad de diferentes
marcadores que pudieran representar de forma mas evidente el fendmeno de
isquemia reperfusion, en la cirugia de revascularizacion de extremidades con

insuficiencia arterial aguda.

Pudimos observar es que el malondialdehido, promete ser un marcador de
estrés oxidativo, que puede representar el tiempo y la porcion de tejido
isquémico; sin embargo el reducido numero de pacientes denotdé un

movimiento discreto en la curva posoperatoria.

El é6xido nitrico, al igual que los niveles de potasio y potencial hidrégeno, no
mostro diferencias estadisticas que pudieran ayudar a dimensionar el

fendmeno de isquemia reperfusion.

Con estos resultados proponemos incrementar el tamafo de la muestra para
futuros estudios y ensayar diferentes propuestas terapéuticas que disminuyan
el fendmeno o lesion de reperfusion; permitan, independientemente del tiempo
quirargico, tener éxito en el procedimiento de revascularizacién, y sean

capaces de salvar el tejido isquémico afectado.
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ANEXOS

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

SOMETIMIENTO DEL PROYECTO

Julio Agosto Sep2010 - Mayo -
Julio 2011
2010 2010 Mayo2011 Julio 2011
REVISON | REVISION
RECLUTAMIENTO | RECLUTAMIENTO ANALISIS
ANALISIS PRESENTACION
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MARCADORES DE STRESS OXIDATIVO EN EL FENOMENO DE ISQUEMIA REPERFUSION DURANTE LA
CIRUGIA DE REVASCULARIZACION EN INSUFICIENCIA ARTERIAL AGUDA l
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