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RESUMEN

La isquemia se define como la falta parcial o total de aporte de sangre a un
organo o a parte de él, producida por una alteracién normal o patologica de la
arteria o arterias aferentes al 6rgano. La isquemia puede llevar a la disfuncién o
a la muerte celular por necrosis. De otro lado, la reperfusién ocurre cuando el
flujo sanguineo retorna a un tejido después de un periodo de isquemia. Aunque
permite la recuperacion del tejido, limitando la necrosis post-isquémica, se ha
descrito que la reperfusion puede en si misma lesionar los tejidos, ocasionando
la “lesidn por reperfusion” y en ocasiones la “necrosis por reperfusién”. Las
lesiones del musculo esquelético secundarias al traumatismo mediado por
isquemia-reperfusidn se presentan en diversas situaciones clinicas tales como
la enfermedad arterial periférica oclusiva, la oclusién vascular aguda seguida
de revascularizacién durante procedimientos quirurgicos y durante el trabajo
muscular concéntrico de alta intensidad Dos rasgos comunes a estas
situaciones clinicas son el dolor muscular agudo y la pérdida temporal de la
fuerza muscular. Esta pérdida funcional se estudia mediante el empleo de
modelos experimentales con ratas. Utilizando estos modelos se ha observado
que el dafo funcional del musculo esquelético inducido por el traumatismo
secundario a isquemia-reperfusion, se profundiza en la medida que aumenta el
tiempo de la isquemia y depende en menor medida del tipo de fibras que
componen el musculo.

La implementacion de un modelo animal del traumatismo secundario a
isquemia-reperfusién de musculo esquelético es de gran utilidad para evaluar e
implementar terapias que puedan ser utiles para prevenir y minimizar las
lesiones, el dolor y la limitacion funcional, observadas durante situaciones
clinicas que presenten lesiones del musculo esquelético secundarias al
traumatismo mediado por isquemia-reperfusion. Pese a ello, la evaluacion de la
funcion contractil simple no se ha hecho de forma completa para musculos
oxidativos y glicoliticos. Considerando lo anterior, en este trabajo de
investigacion hemos adelantado un estudio de investigacion basado en
experimentacion con animales. Utilizando este modelo in-vivo hemos
caracterizado las diferencias significativas en la funcion contractil simple
durante isquemia y reperfusion, entre el musculo soleo (predominantemente
oxidativo) y el musculo extensor radial largo del carpo (predominantemente
glicolitico) de ratas adultas. Especificamente, hemos caracterizado los cambios
en los parametros de la contraccion simple en ambos musculos durante 1, 2, y
3 horas de isquemia seguidas de 1 hora de reperfusién y a partir de estos
datos, hemos analizado las diferencias significativas que presentan estos
cambios entre los dos grupos musculares. Los resultados muestran cambios en
parametros como el tiempo de latencia y la tasa maxima de relajacion que no
han sido reportados previamente en la literatura. Al comparar el
comportamiento entre los dos musculos se observan también diferencias en
estos dos parametros y en el tiempo medio de relajacién, las cuales tampoco
se han reportado.

Palabras clave: muasculo esquelético, isquemia, reperfusion, funcién contractil, muasculos
oxidativos, musculos glicoliticos, modelos animales.



1. INTRODUCCION

Las lesiones del musculo esquelético secundarias al traumatismo mediado por
isquemia-reperfusion se presentan en diversas situaciones clinicas tales como:
(1) la enfermedad arterial periférica oclusiva (Pipinos et al., 2007; Pipinos et
al., 2008), la cual se considera que a nivel mundial puede afectar entre un 15y
un 20% de los sujetos mayores de 70 anos (Martinez, 2009), (2) la oclusion
vascular aguda seguida de revascularizacion durante la cirugia vascular
electiva, durante la cirugia ortopédica que implica la utilizacién de un torniquete
y durante los transplantes que contienen tejido muscular esquelético
(Schellong, Ockert, y Zimmermann, 1998; Khanna, Cowled & Fitridge, 2005), y
(3) durante el trabajo muscular concéntrico de alta intensidad (Graven-Nielsen
& Arendt-Nielsen, 2008). Dos rasgos comunes a estas situaciones clinicas son
el dolor muscular agudo y la pérdida temporal de la fuerza muscular. (Carvalho
& McKee, 1992; Schellong, Ockert & Zimmermann, 1998; Khanna, Cowled &
Fitridge, 2005; Pipinos et al., 2007; Graven-Nielsen & Arendt-Nielsen, 2008;
Pipinos et al., 2008).

La isquemia se define como la falta parcial o total de aporte de sangre a un
organo o a parte de él, producida por una alteracién normal o patologica de la
arteria o arterias aferentes al 6rgano. La isquemia puede llevar a la disfuncién o
a la muerte celular por necrosis (Blaisdell, 2002). Desde el punto de vista
histolégico, la isquemia puede no tener consecuencias, producir necrosis
electiva parenquimatosa o producir infarto y atrofia (Blaisdell, 2002). De otro
lado, la reperfusion ocurre cuando el flujo sanguineo retorna a un tejido
después de un periodo de isquemia. Aunque permite la recuperacion del tejido,
limitando la necrosis post-isquémica, se ha descrito que la reperfusién puede
en si misma lesionar los tejidos, ocasionando la “lesion por reperfusion” y en
ocasiones la “necrosis por reperfusion” (observadas usualmente en el
miocardio) (Ma, Qui & Chen, 2008). Los efectos de la lesion por reperfusion
dependen, entre otros, de los dafos causados por la isquemia y del grado de
sensibilidad de cada tejido. Se conoce que el dafio se debe en parte a la
respuesta inflamatoria que se produce en los tejidos afectados por la isquemia-
reperfusion (Ma, Qui & Chen, 2008).

Los efectos del traumatismo por isquemia-reperfusion sobre el musculo
esquelético se han caracterizado en tres niveles; (1) celular, (2) metabdlico y
(3) funcional (Blaisdell, 2009). Las respuestas celulares y metabdlicas son
objeto de estudio actualmente (Rubin et al., 1996; Carvalho, McKee & Green,
1996; Korth et al., 2000; Blaisdell, 2002; Mense, 2009). Las respuestas
funcionales se pueden estudiar mediante el empleo de modelos experimentales
con ratas (Turchanyi et al., 2005; Mense, 2009). Utilizando estos modelos se ha
observado que el dafo funcional del musculo esquelético inducido por el
traumatismo secundario a isquemia-reperfusion, se profundiza en la medida
que aumenta el tiempo de la isquemia y depende en menor medida del tipo de
fibras que componen el musculo (Blaisdell, 2002).



En estos modelos se ha evaluado la funcion contractii en condiciones
isomeétricas (Fish, 1989; Carvalho, McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee &
Green, 1997; Woitaske & McCarter, 1998). Para contracciones en sacudida
simple del musculo se han caracterizado: (1) la_fuerza maxima de la
contraccion (AFcsmax) (Fish, 1989; Carvalho, McKee & Green, 1996; Carvalho,
McKee & Green, 1997; Woitaske & McCarter, 1998), (2) el tiempo de
contraccion (Atcscont) (Fish, 1989; Woitaske & McCarter, 1998) (3) el tiempo
medio de relajacidon (Atcsrelso%) (Fish, 1989; Woitaske & McCarter, 1998) y (4)
la tasa maxima de contraccion (SFcscont/dtcscont)max (Fish, 1989). En modelos
de isquemia hasta 4 horas con el musculo gastrocnemio (fibras tipo Il), se ha
reportado que la AFcsmax ¥ 1@ (OFcscont/Otcscont.)max tienen una correlacion
negativa (por encima de -0.8) con respecto al tiempo de duracion de la
isquemia (Fish, 1989). Por el contrario el (Atcscont) Y €l (Atcsrers50%) NO muestran
ningun cambio significativo con la isquemia ni con el tiempo de duracién de la
misma (Fish, 1989). Para las contracciones simples del musculo; (1) el tiempo
de latencia (Atcsiaten.), (2) la_ tasa maxima de relajacién (-(6Fcs rel/dtcs Rel.)max) Y
(3) la_integral fuerzacontraccisn-simple)-ti€mpo_(rendimiento (chsa)) no han sido
evaluados hasta ahora.

En otros trabajos se ha evaluado la AFcsmax €n los musculos soleo (fibras tipo |
- oxidativo) y extensor largo de los dedos (fibras tipo Il - glicolitico) (Carvalho,
McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee & Green, 1997; Woitaske & McCarter,
1998). En general, estos estudios indican que en los primeros 45 minutos de
isquemia, la caida en AFcsmax €S mayor en los musculos oxidativos con
respecto a los glicoliticos (Carvalho, McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee &
Green, 1997; Woitaske & McCarter, 1998). Los musculos glicoliticos lucen sin
embargo menos resistentes a tiempos prolongados de isquemia (Carvalho,
McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee & Green, 1997). Ambos tipos
musculares muestran una considerable caida de la AFcsmax €n la primera hora
de isquemia, con importante recuperacion para ambos grupos musculares
durante la primera hora de reperfusion (Carvalho, McKee & Green, 1996;
Carvalho, McKee & Green, 1997; Woitaske & McCarter, 1998). En ambos
grupos musculares la AFcsmax disminuye en la medida que aumenta el tiempo
de isquemia y luego de dos horas en esta condicién la recuperacion de la
AFcsmax durante la primera hora de reperfusion es apenas cercana al 10%
(Carvalho, McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee & Green, 1997; Woitaske &
McCarter, 1998). Luego de tres horas de isquemia, la AFcsmax NO se recupera
inmediatamente en ninguno de los grupos musculares y se observa a los 3 dias
una recuperacion del 10% y a los 14 dias una recuperacion del 70 al 80%. La
evidencia sugiere sin embargo, que esta recuperacion tardia, obedece mas a
un proceso de hiperplasia celular a partir de células satélites, ya que en otros
estudios se ha observado consistentemente que luego de 3 horas de isquemia,
las células musculares entran en un proceso de necrosis irreversible, el cual
normalmente es total e irreparable luego de 6 horas de isquemia (Blaisdell,
2002). No esta claro si la hiperplasia celular juega un papel importante en la
recuperacion del musculo esquelético en humanos.



Para la contraccion tetanica se han evaluado: (1) la _fuerza tetanica maxima
(AFtmax) (Fish, 1989; Carvalho, McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee &
Green, 1997; Woitaske & McCarter, 1998), (2) el indice de fatiga (lsaig.) (Fish,
1989; Woitaske & McCarter, 1998), (3) la__integral fuerzaetanica)-tiempo
(rendimiento) (JFT(t)) (Gurke, et al., 2000), (4) el tiempo al 90% de la relajacion
de la fuerza maxima tetanica (Atrreroo%) (Gurke, et al., 2000) y (5) el indice de
contraccion (8F teont./Strcont.)max ! F(sFTcont./stacon )max)) (Gurke, et al., 2000). En este
ultimo estudio, luego de 3 horas de isquemia y 2 de reperfusion la AFtmax, €l
Ifatig., la jFT(t), el Atrrel.90% Y €l 6F tcont/Otteont. )max / F(SFTcont.IStacén.)max), se encuentran
todos disminuidos entre un 90 y 100% cuando los experimentos se realizan a
35 °C con el musculo peroneo (fibras tipo Il) y el musculo soleo (fibras tipo I)
(Gurke, et al., 2000). Sin embargo, cuando los experimentos se realizan a 30
°C con el musculo peroneo, tan solo la [Fry disminuye en un 25% y los demas
parametros no se ven afectados por la isquemia-reperfusion (Gurke, et al.,
2000). Para el caso del musculo soleo a 30 °C, se observa una caida entre el
50 y el 90% en todos los parametros evaluados (Gurke, et al., 2000). Cuando
los experimentos se llevan a cabo a 22 °C, no se observan diferencias
significativas entre el grupo control y los dos tipos de musculos sometidos a
isquemia-reperfusién, indicando que las bajas temperaturas podrian tener un
efecto protector para la disfuncién contractil observada luego de traumas
secundarios a isquemia-reperfusion.

Considerando: (1) que la utilizacion de modelos animales para el estudio del
traumatismo secundario a isquemia-reperfusién en el musculo esquelético es
validada por los aspectos éticos que impiden realizarlo directamente en
humanos; (2) que la implementacion de un_modelo animal del traumatismo
secundario _a_isquemia-reperfusion es de gran utilidad para evaluar e
implementar_terapias que puedan ser utiles para prevenir y minimizar las
lesiones, el dolor y la limitacion funcional, observadas durante situaciones
clinicas tales como la enfermedad arterial periférica oclusiva, la oclusion
vascular aguda seguida de revascularizacion durante procedimientos
quirurgicos y el trabajo muscular concéntrico de alta intensidad; (3) que la
evaluacion de la funcién contractil en sacudida simple no se ha hecho de forma
completa para musculos oxidativos y glicoliticos. En particular, parametros
como, (a) el tiempo de contraccidon (Atscont.) (b) el tiempo medio de relajaciéon
(Atsreis50%) Y (c) la tasa maxima de contraccion (8Fscont/dtscont.)max, han sido
evaluadas cada hora durante isquemia-reperfusion y parametros como, (a) el
tiempo de latencia (Atsaten.), (b) la tasa maxima de relajacion (-(6Fs el /ot
srel.)max) Y (€) la integral fuerzacontraccion-tiempo (rendimiento) (sta)), no han
sido evaluados hasta ahora. En este trabajo de investigacion hemos hecho una
caracterizacion y una comparacion de la funcién muscular del musculo soleo
(predominantemente oxidativo) y del musculo extensor radial largo del carpo
(predominantemente glicolitico) de ratas adultas, durante isquemia vy
reperfusion. Concretamente, hemos buscado contestar las siguientes
preguntas:




1. ¢Coémo se modifican los parametros de la contraccion en sacudida simple
en el musculo soleo (oxidativo) y en el musculo extensor radial largo del carpo
(glicolitico) de ratas Wistar adultas, durante 1, 2, y 3 horas de isquemia?

2. ¢Como se modifican los parametros de la contraccion en sacudida simple
en el musculo soleo (oxidativo) y en el musculo extensor radial largo del carpo
(glicolitico) de ratas Wistar adultas, durante 1, 2, y 3 horas de isquemia
seguidas de 1 hora de reperfusién?

3. ¢Qué diferencias significativas se observan entre los parametros de la
contraccion en sacudida simple del musculo soleo (oxidativo) y las del musculo
extensor radial largo del carpo (glicolitico) de ratas Wistar adultas, obtenidas
durante 1, 2, 3 horas de isquemia y seguidas de 1 hora de reperfusién?



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las diferencias significativas en la funcién contractil en sacudida
simple durante isquemia y reperfusidn entre musculos oxidativos y glicoliticos
de ratas adultas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Caracterizar los cambios en los parametros de la contraccion en
sacudida simple en el musculo soleo (oxidativo) y en el musculo
extensor radial largo del carpo (glicolitico) de ratas Wistar adultas,
durante 1, 2 y 3 horas de isquemia.

2.2.2. Caracterizar los cambios en los parametros de la contraccion en
sacudida simple en el musculo soleo (oxidativo) y en el musculo
extensor radial largo del carpo (glicolitico) de ratas Wistar adultas,
durante 1, 2 y 3 horas de isquemia seguidas de 1 hora de reperfusion.

2.2.3. Caracterizar las diferencias significativas que presentan los cambios en
los parametros de la contraccion en sacudida simple durante isquemia y
reperfusion, entre el musculo soleo (oxidativo) y el musculo extensor
radial largo del carpo (glicolitico) de ratas Wistar adultas.



3. MARCO TEORICO

3.1. Musculo esquelético.

El musculo esquelético nos permite el movimiento, la postura corporal y
atender funciones tan importantes como la respiracion (Berney & Levy, 2004).
El musculo esquelético genera fuerza gracias a sus propiedades de
excitabilidad, contractibilidad, elasticidad y extensibilidad (Leiber, 2004). En los
humanos, el tejido muscular esquelético corresponde a un 60% de la masa
corporal (Berney & Levy, 2004). El musculo esquelético esta formado por
células alargadas y cilindricas que se denominan fibras musculares, las cuales,
se organizan en fasciculos y estan separadas por varias capas de tejido
conectivo que finalmente se fusionan en los tendones (Leiber, 2004). Las fibras
musculares tienen la capacidad de generar fuerza y movimiento al transformar
la energia quimica en energia mecanica (Berney & Levy, 2004). La fibra
muscular, es una ceélula fusiforme, multinucleada y estriada, con un diametro
entre 10 y 100 um y una longitud de varios centimetros (Leiber, 2004). La
membrana celular se denomina sarcolema y el citoplasma se denomina
sarcoplasma. La fibra muscular contiene ademas, tubulos T, reticulo
sarcoplasmatico, mitocondrias, mioglobina y un complejo arreglo de proteinas
organizadas en miofilamentos de actina y de miosina, los cuales pueden
interactuar fisicamente para producir un aumento en la tension de las fibras
musculares (Berney & Levy, 2004).

Todos los musculos del cuerpo estan conformados por una mezcla
heterogénea de fibras de contraccion rapida de baja resistencia y de
contraccion lenta de alta resistencia (Berney & Levy, 2004). Esta diversidad le
permite a los musculos participar en una variedad de tareas, tales como,
realizar contracciones sostenidas durante largos periodos de tiempo para que
podamos permanecer de pie, o contraerse explosiva y rapidamente para que
podamos saltar un obstaculo (Leiber, 2004). Las fibras musculares son
inervadas por motoneuronas ubicadas en el asta anterior de la médula espinal,
(Berney & Levy, 2004). A través de estas motoneuronas, el sistema nervioso
central envia impulsos nerviosos al musculo esquelético para estimular su
contraccion voluntaria (Berney & Levy, 2004). De otro lado, las arterias
proporcionan al tejido muscular los nutrientes y el oxigeno necesarios para su
funcionamiento normal (Leiber, 2004) y las venas eliminan del musculo los
desechos metabdlicos que resultan del trabajo muscular, tales como el acido
lactico y el didxido de carbono (Leiber, 2004).

3.2. Excitabilidad del musculo esquelético.

La contraccion del musculo esquelético es un proceso fisioldgico por el cual, en
respuesta a un estimulo excitatorio, el musculo desarrolla tensién y se acorta
(contraccion isotonica concéntrica), se estira (contraccion isotdnica excéntrica)
o permanece de la misma longitud (contraccion isométrica) (Leiber, 2004). La
gran mayoria de los musculos esqueléticos de los mamiferos contienen fibras
de sacudida simple, debido a que en respuesta a la estimulacién nerviosa,



generan un potencial de accidn que se propaga por el sarcolema causando una
contraccion transitoria, denominada sacudida simple (Leiber, 2004). La
contraccion tetanica ocurre cuando el musculo es excitado por un tren de
potenciales de accidon que genera una contraccion sostenida del mismo. En los
humanos, los musculos de fibras rapidas son excitados fisioldgicamente
maximo a frecuencias de 30 Hz y los de fibras lentas a frecuencias de 10 Hz
(Leiber, 2004). Estas frecuencias son suficientes para obtener un tétanos
fusionado, cercano a la fuerza maxima del musculo (Leiber, 2004).

La contraccidon muscular concéntrica se produce por el deslizamiento de los
miofilamentos delgados de actina sobre los miofilamentos gruesos de miosina
hacia el centro de la sarcomera (Moss, Diffee & Greaser, 1995). La contraccion
muscular es regulada por el calcio (Ca?*) intracelular y por el complejo
molecular de ATP y magnesio (Mg®*) (Gastin, 2001). En el reposo, las fuerzas
naturales de atraccidn entre los miofilamentos de actina y miosina estan
inhibidas por la interposicion mecanica del complejo troponina-tropomiosina
(Moss, Diffee & Greaser, 1995). Una vez los potenciales de accion llegan al
terminal axonico de la motoneurona que inerva la fibra muscular, el potencial
de accion activa los canales i6nicos de Ca** dependientes de voltaje en el
terminal axonico, lo cual aumenta la entrada de Ca?®" al interior del terminal
(Gastin, 2001). El Ca®* promueve la liberacién del neurotransmisor acetilcolina
hacia la hendidura sinaptica (Gastin, 2001). La acetilcolina es sintetizada y
almacenada en vesiculas, unas 300.000 por placa motora (Leiber, 2004). EIl
potencial de accidn de la motoneurona provoca la liberacion de
aproximadamente 125 vesiculas de acetilcolina (Leiber, 2004).

La acetilcolina se une a receptores nicotinicos ubicados en la entrada de los
pliegues de la membrana postsinaptica en el sarcolema. El receptor nicotinico
es una proteina de 275 kDa, la cual esta conformada por 5 subunidades que en
conjunto forman un canal i6nico en el sarcolema (Leiber, 2004). El poro del
canal, que normalmente permanece cerrado, se abre cuando dos moléculas de
acetilcolina se unen a las dos subunidades alfa del receptor, lo cual provoca un
cambio conformacional que abre el canal i6nico (Leiber, 2004). Cuando este
canal iénico del receptor nicotinico esta abierto, pueden pasar a través suyo los
cationes monovalentes sodio (Na*) y potasio (K*), pero debido a la fuerza
electromotriz en reposo, fluyen muchos mas iones Na*, lo cual hace que el
sarcolema se despolarice desde -90 mV hacia un valor cercano a 0 mV (Berney
& Levy, 2004). Este potencial sinaptico promueve la apertura de los canales de
Na® dependientes de voltaje en el sarcolema (Nay14) (Cohen et. al., 2207), lo
cual inicia un potencial de accion en la fibra muscular que se propaga por todo
el sarcolema con una velocidad de 2 a 6 m/s e invade los tubulos T y se
propaga por ellos a una velocidad de 0.3 m/s, hacia el interior de las fibras
musculares (Bennetts, Parker & Cromer, 2007). La densidad de los Nayi4 es
mas alta en las fibras rapidas que en las fibras lentas. La densidad es 3 veces
mayor en la placa neuromuscular que en otras partes del sarcolema (Bennetts,
Parker & Cromer, 2007). Durante el potencial de accidén, inmediatamente
después de los Nay 4, se abren los canales de K™ dependientes del voltaje (Ky),
los cuales se encargan de repolarizar el sarcolema nuevamente hasta el



potencial eléctrico de reposo de la fibra muscular (Bennetts, Parker & Cromer,
2007). La excitacion del sarcolema y los tubulos T, desencadena
posteriormente el proceso de contraccién muscular a través del mecanismo de
acoplamiento entre la excitacion y la contraccion (Gastin, 2001). La acetilcolina
activa receptores nicotinicos mientras se mantenga en él espacio sinaptico.
Unida a la matriz de la lamina basal del sarcolema se encuentra la
acetilcolisterasa, enzima que degrada la acetilcolina y termina la excitacion
sinaptica del musculo (Berney & Levy, 2004).

El potencial de reposo (V) del sarcolema de las fibras musculares
esqueléticas de mamiferos esta determinado por la permeabilidad en el reposo
a los iones cloruro (Cl) y K™ (Bennetts, Parker & Cromer, 2007). En el reposo,
el 20% de la conductancia es llevada por el K', a través de canales
rectificadores de entrada (Kj;) que previenen una hiperpolarizacién profunda del
sarcolema, ayudando a estabilizar el V,, en -90 mV (Bennetts, Parker &
Cromer, 2007). Estos canales estan densamente ubicados en la membrana de
los tubulos T (Bennetts, Parker & Cromer, 2007). El 80% restante de la
conductancia en reposo es llevada por el CI, cuya gran mayoria es
transportada por el canal CIC1 (Bennetts, Parker & Cromer, 2007). Este canal
es levemente dependiente del potencial eléctrico de la membrana (Bennetts,
Parker & Cromer, 2007). Esta conductancia de CI, previene la inactivacion
acumulada de los Nayt4 cuando el musculo es excitado a altas frecuencias
(Berney & Levy, 2004). Ciertamente, si el V., dependiera exclusivamente del
K*, a mayor K* extracelular, el V,, se despolarizaria y los Nays 4 Se comenzarian
a inactivar, haciendo menos excitable la fibora muscular (Bennetts, Parker &
Cromer, 2007). De otro lado, en condiciones fisiologicas, se requiere que la
magnitud de las corrientes de Na* sean grandes para poder sobrepasar la alta
conductacia de reposo al ClI" y asi poder despolarizar el sarcolema (Bennetts,
Parker & Cromer, 2007). Varios tipos de canales de K* se han descrito en la
membrana de las fibras musculares esqueléticas. Entre ellos podemos
mencionar varios tipos de canales de K' rectificadores de salida (Kv), que
serian importantes en la fase de repolarizacion del potencial de accion
(Vazquez-Garcia & Reyes-Guerrero G, 2009). Asi mismo, los canales de K*
activados por Ca?' (Kca), que tenderian a repolarizar el sarcolema mas
rapidamente cuando aumenta el Ca®* en el sarcoplasma (Favero et al., 2008).
Entre ellos cabe destacar la presencia de los canales Bk 0 Kcait.1, 10s cuales
estan ampliamente distribuidos por el sarcolema y los tubulos T (Favero et al.,
2008). Finalmente canales de K* regulados por el ATP intracelular (Katp 0 Kir.2)
estdn densamente ubicados en el sarcolema de la fibora y menos en la
membrana de los tubulos T (Nielsen et al., 2003). Al abrirse, estos canales
tenderian a repolarizar el potencial eléctrico del sarcolema cuando disminuye la
concentracion intracelular de ATP, acoplando el potencial eléctrico de la
membrana al metabolismo celular (Nielsen et al., 2003).

3.3. Acoplamiento excitacion — contraccion muscular v liberacion de Ca®”.

En la fibra muscular esquelética de los mamiferos los potenciales de accion
penetran por los tubulos T (Clausen, 2003). En la membrana de los tubulos se



encuentran canales de Ca?* dependientes de voltaje (receptores de
dihidropiridinas - DHPR) (Cheng & Lederer, 2008). La gran mayoria de estos
receptores de DHPR no permiten el paso del Ca** (Cheng & Lederer, 2008). Se
conoce que los receptores de DHPR estan acoplados fisicamente con los
canales de Ca*' independientes de voltaje del reticulo sarcoplasmatico (RS)
(receptores de ryanodina tipo 1 — RyR1) (Cheng & Lederer, 2008). El Ca*
almacenado las cisternas del RS, sale al sarcoplasma a través de los RyR1 en
funcidn de su gradiente de concentracion (Cheng & Lederer, 2008).

El aumento de la concentraciéon de Ca®*, desde 100 nm hasta 200 pM, induce
la union del Ca®" a la troponina C (Cheng & Lederer, 2008). Esta union
desestabiliza el complejo troponina-tropomiosina (Moss, Diffee & Greaser,
1995). Los movimientos de la troponina y la tropomiosina exponen sitios activos
en los miofilamentos de actina a los que se unen las cabezas pesadas de los
miofilamentos de miosina (Moss, Diffee & Greaser, 1995). En otros sitios de las
cabezas pesadas de la miosina, una miosina ATPasa, hidroliza ATP vy libera la
energia suficiente para que las cabezas de miosina hagan un giro, desde los
desde los 45° hasta los 90°. Este giro aumenta la afinidad de la miosina por la
actina, las cuales se uniran siempre y cuando haya Ca®* presente y el complejo
troponina-tropomiosina esté desplazado de su posicién de reposo (Cheng &
Lederer, 2008). Una vez se da la unidn, se libera energia y la cabeza pesada
de miosina vuelve a girar desde los 90° hacia los 45° moviendo los
miofilamentos delgados de actina hacia el centro de la sarcomera (Gastin,
2001). En este punto, las cabezas de miosina se soltaran de los filamentos
delgados de actina por efecto de la presencia de ATP (Gastin, 2001). Si el Ca®*
aun esta elevado en el sarcoplasma, el ciclo de reacciones se reinicia y el
proceso se puede repetir ciclicamente (Gastin, 2001). Se considera que
mientras el Ca®* permanece elevado en el sarcoplasma, lo cual depende de la
llegada de nuevos potenciales de accion a los tubulos T, las cabezas pesadas
de miosina seguiran hidrolizando ATP y desplazando los miofilamentos de
actina hacia el centro de la sarcomera, prolongando la contraccion muscular
(Clausen, 2003).

En condiciones fisioldgicas, la liberaciéon de Ca®* desde el RS en el musculo
esquelético, esta mediada fundamentalmente por un mecanismo de liberacién
de Ca®" inducida por la despolarizacion de los ttbulos T (DICR) (Cheng &
Lederer, 2008). Se ha establecido que la cantidad de Ca®* que es liberada por
cada potencial de accion se mantiene relativamente constante, aun si la
cantidad de Ca®* dentro del reticulo aumenta considerablemente (Allen, Lamb
& Westerblad, 2008). Se considera (gue hay tres factores que contribuyen a
mantener constante la cantidad de Ca** liberado: (1) el Ca** liberado causa una
inactivacion dependiente del mismo Ca?* en el RyR1, (2) el Ca** liberado
acelera la desactivacion de los DHPR adyacentes y (3) el Ca®* liberado acorta
la duracion del potencial de accion por medio de la activacion canales de K*
activados por Ca®* (Kca) (Allen, Lamb & Westerblad, 2008).

El fendbmeno de liberacion de Ca2+ inducido por Ca2+ (CICR) que fue
descubierto originalmente en fibras aisladas del musculo esquelético, hoy dia



se considera que no es fisiolégico en este musculo (Endo, 2009). Ciertamente,
en el musculo esquelético se ha observado que la sefal iniciada por la DICR
no se amplifica en forma de “spark”, tal como se ha establecido plenamente
para el musculo cardiaco (Cheng & Lederer, 2008). El “spark” se puede definir
como el evento cuantico de CICR que se puede registrar desde una “unidad
liberadora de Ca?* (CRU)” (Cheng & Lederer, 2008). El CRU se refiere a un
grupo de receptores de ryanodina organizados en forma de aglomerado en una
region particular del reticulo. En el musculo esquelético de mamiferos, se ha
observado que estos aglomerados estan conformados por los RyR1,
organizados en una doble linea central en la cisterna, acoplados a tétradas
alternantes de DHPRs (Cheng & Lederer, 2008). Los RyR1 son capaces de
soportar tanto la CICR como la DICR (Endo, 2009).

En el musculo esquelético de mamiferos se han observado “sparks” durante el
envejecimiento (“‘ghost sparks”), mientras que en el musculo de adultos
normales, las sefiales fundamentales de Ca* que se han observado se
denominan “embers” (Cheng & Lederer, 2008). Estos “embers son sefiales de
Ca?* de baja amplitud y larga duracion y posiblemente reflejan la apertura
prolongada de los CRUS (Cheng & Lederer, 2008). Un “spark” alcanza su pico
entre 5y 10 ms, decae en 20 ms y tiene un ancho en el 50% del pico de 1
microm. Un “ember” normalmente tiene la mitad de la amplitud de un “spark”,
alcanza su pico en 5 ms, se mantiene en una meseta de 40 ms, decae en 55
ms y tiene un ancho en el 50% del pico de 0.5 microm (Cheng & Lederer,
2008). Considerando que los “embers” son dependientes de voltaje y no de
Ca?*, se postula actualmente que la CICR no contribuye de manera importante
a la liberacion fisiolégica de Ca** desde el RS durante la contraccién del
musculo esquelético (Endo, 2009). Segun este punto vista actual, la CICR se
podria observar en condiciones de funcionamiento anormal del musculo
esquelético (Cheng & Lederer, 2008; Endo, 2009). Por ello es importante
mantener presente que la CICR es bifasica en funcién del Ca®*, es potenciada
por el ATP y puede ser bloqueada por el Mg?* (Endo, 2009).

3.4. Relajacion de la contraccion.

Una vez el Ca®" aumenta su concentracion en el sarcoplasma, la bomba de
Ca** tipo SERCA, comienza a bombear el Ca®* de regreso hacia el interior del
RS (Green et al., 1996). Esta bomba puede concentrar unas 10.000 veces el
Ca®* en estas cisternas (Green et al., 1996). En el musculo esquelético de los
humanos se expresan preferentemente dos isoformas, las SERCA1a y la
SERCA2a (Tupling, 2009). Esta bomba de Ca®* es activada cuando aumenta la
actividad muscular por la PKA y una calmodulina-kinasa dependiente de Ca®".
La SERCA 1a constituye mas del 90% de las bombas expresadas en las fibras
musculares tipo Il (sacudida rapida o glicoliticas) (Tupling, 2009). Entre tanto la
SERCA2a es la bomba mas abundantemente expresada en las fibras
musculares tipo | (sacudida lenta o oxidativas) (Tupling, 2009). Las SERCA 1a
bombean el Ca** tres veces mas rapido que las SERCA2a (Green et al., 1996).



En condiciones fisioldgicas, las bombas tipo SERCA son reguladas por las
proteinas reguladoras fosfolamban (PLN) y sarcolipina (SLN) (Tupling, 2009).
Recientemente se ha encontrado una interaccion entre las bombas tipo SERCA
y la proteina inducida por “shock” térmico (Hsp70), lo cual sugiere un papel
regulatorio de la actividad de 6xido-reduccion en la célula y la actividad de las
bombas tipo SERCA (Tupling, 2009). La evidencia sugiere que los radicales
superéxido que se generarian durante un proceso de reperfusién vascular
aumentarian la actividad y la expresién de las bombas tipo SERCA (Tupling,
2009). La expresion de PLN y SLN en los diferentes tipos musculares no esta
completamente aclarada y la evidencia indica que esta expresion es especifica
de cada especie de animales (Tupling, 2009). EI PLN, que normalmente se
expresa en fibras tipo |, inhibe la actividad de la bomba de Ca?*, pero cuando
es fosforilado por la PKA y la Ca**-calmodulina kinasa-Il, la actividad inhibitoria
se remueve, dejando la bomba activa a concentraciones sub-maximas de Ca®*
intracelular (Tupling, 2009). La expresion del PLN ha sido cuestionada en el
musculo soleo de rata (Tupling, 2009). De otro lado, la SLN si esta
ampliamente expresada en los diferentes tipos de fibras musculares
esqueléticas, particularmente en el musculo soleo, pero su papel fisiolégico no
estad claro (Tupling, 2009). Su papel no ha sido estudiado en el musculo
esquelético, pero por analogia con los hallazgos en el musculo cardiaco, se
presume que podria tener un rol fisiolégico similar al del PLN (Tupling, 2009).

La transferencia de Ca®* al RS disminuye su concentracion en el sarcoplasma y
asi disminuye la cantidad de Ca?* unido a la troponina C (Green et al., 1996).
La disminucién del Ca?* induce un cambio conformacional en el complejo
troponina-tropomiosina, el cual se mueve y se posiciona nuevamente sobre el
sitio de alta afinidad de la actina por la miosina, impidiendo la formacion del
complejo actina-miosina, lo que promueve la relajacién del musculo esquelético
(Green et al., 1996). Otro factor que contribuye a aumentar la tasa de remocion
de Ca*" del sarcoplasma es la presencia de la proteina parvalbumina (~1 mM)
(Tupling, 2009). Esta proteina esta presente en el sarcoplasma de las fibras
musculares tipo Il (sacudida rapida o glicoliticas) (Tupling, 2009). Las fibras
musculares tipo | (sacudida lenta o oxidativas) carecen de parvalbumina
(Tupling, 2009). Si bien los murinos presentan parvalbumina, el musculo
esquelético de los humanos aparentemente no presenta parvalbuima (Tupling,
2009).

De otro lado, se ha calculado que el RS ocupa aproximadamente el 10% del
volumen celular total en los musculos glicoliticos y el 5% en los musculos
oxidativos. En el interior del RS la calsecuestrina (CSQ1) tampona el Ca?*,
disminuyendo la concentracion de Ca?* libre intra-reticular (Green et al., 1996).
Se ha calculado que la concentracién de CSQ1 es cuatro veces superior en el
musculo extensor largo de los dedos (glucolitico) con respecto al musculo soleo
(oxidativo) (Murphy et al., 2009). Con base en estos calculos se ha estimado
que el contenido méaximo de Ca“" seria de 21 mM en el musculo extensor largo
de los dedos (glucolitico) y de 11 mM en el musculo soleo (oxidativo) (Murphy
et al., 2009). Pese a esta capacidad, se ha determinado que el contenido de
Ca** enddégeno en ambos tipos de fibras musculares es igual y esta alrededor



de 1 mM (Murphy et al., 2009). Esto indica que el RS del musculo soleo se
encuentra cargado de Ca®* al 70% de su capacidad total, mientras que el
musculo glicolitico esta cargado a un 25% de su capacidad total (Tupling,
2009). Asi mismo, se ha calculado que la concentracién de Ca** libre en el RS
de los musculos glucoliticos es de 0,3 mM y en los musculos oxidativos como
el soleo es de 1 mM, posiblemente reflejando en los musculos glicoliticos un
mayor nivel de fuga basal de Ca®* hacia el sarcoplasma a través de la bomba
de Ca®" tipo SERCA (Allen, Lamb & Westerblad, 2008).

El papel del intercambiador Na*/Ca?* en la homeostasis de Ca®" de la fibra
muscular esquelética se considera marginal y basicamente restringido a retirar
el Ca®" hacia el exterior cuando el mismo alcanza altas concentraciones en el
sarcoplasma (Cifuentes, Vergara & Hidalgo, 2000). Su papel en el musculo
esquelético de mamiferos no se ha explorado (Cifuentes, Vergara & Hidalgo,
2000). La bomba de Ca* de la membrana plasmatica (PMCA) parece
igualmente jugar un papel marginal, basicamente ayudando a mantener las
concentraciones basales de Ca®" durante el reposo celular (Tupling, 2009).

3.5. Entrada de Ca®".

Pese a que se ha observado que la contraccion muscular es independiente del
Ca** externo (Endo, 2009), recientemente se han identificado al menos dos
posibles mecanismos que permiten la entrada de Ca** a través del sarcolema
en el musculo esquelético. En 2001 se identificé una via de entrada de Ca®*
dependiente del vaciamiento de los depésitos intracelulares de Ca?* (“store-
operated Ca** entry” - SOCE) (Cheng & Lederer, 2008). En el musculo
esquelético se ha demostrado la presencia de las moléculas que son
responsables del SOCE en linfocitos. Asi, se ha identificado la presencia de
STIM1 (“stromal interaction molecule 1”) y de los canales iénicos Orai1 (Cheng
& Lederer, 2008). Segun el modelo actual aceptado de funcionamiento, STIM1
se expresa en la membrana del RS, teniendo un dominio de afinidad por Ca?*
hacia la luz de las cisternas del RS. Cuando este dominio esta ocupado por
Ca?* (reticulo lleno de Ca**), las moléculas de STIM1 difunden libremente por
la membrana del RS. Orai1 se expresa en el sarcolema y difunde libremente
por esta membrana, mientras el reticulo esté lleno de Ca®* (Cheng & Lederer,
2008). Una vez el RS disminuye su carga de Ca*, las moléculas de STIM1 se
oligomerizan en la membrana del RS. Esta oligomerizacion promueve a su vez
la oligomerizacion de las subunidades de Orai1. Cuatro subnidades de Orai1
formarian un canal de Ca®" funcional con una conductancia pequefia de 25 fA.
El Ca** que entra al sarcoplasma es capturado inmediatamente por la bomba
de Ca* tipo SERCA vy llevado al interior del RS, recargando asi este organelo
de Ca** (Cheng & Lederer, 2008).

En 2004 se identificd una via independiente de los depdsitos intracelulares de
Ca?* (“excitation-coupled Ca** entry” - ECCE) (Cheng & Lederer, 2008). Se ha
propuesto que el mecanismo del ECCE esta controlado por una interaccion
entre los RyR1 y algunos canales tipo TRPC (“canonical transient receptor
potential”). Sin embargo, el mecanismo propuesto para el ECCE mas aceptado,



sugiere que este fendmeno ocurre por medio de las interacciones entre el
receptor de DHPR y los receptores de RyR1, los cuales soportan el fenbmeno
de DICR (Cheng & Lederer, 2008). Si bien el ECCE se beneficiaria de la
interaccion entre estas dos macromoléculas, la entrada de Ca?* se daria a
través de un canal de Ca** tipo L dependiente de voltaje similar al DHPR, pero
conductivo (Cheng & Lederer, 2008). Este ultimo canal estaria asociado al
complejo DHPR-RyR1 en algunas regiones discretas, permitiendo la entrada de
Ca?* al sarcoplasma, inducida por la despolarizacién del sarcolema y la
activacién del fendbmeno de DICR (Cheng & Lederer, 2008). Es importante
anotar que este fenbmeno de ECCE, solo se ha observado posterior a la
activacion repetitiva del DICR.

La entrada de Ca®" por estas dos vias seria fundamental para mantener
elevadas las reservas de Ca** en el SR durante el funcionamiento normal del
musculo. Sin embargo, podrian ser igualmente importantes en el desarrollo del
musculo (Stiber et al., 2008) y durante estados como la fatiga (Pan et al., 2002;
Zhao et al., 2005), el envejecimiento (Zhao et al., 2008) y en patologias como
la distrofia muscular (Vandebrouck et al., 2002) y la hipertermia maligna (Zhao
et al., 2006; Yang et al., 2007; Cherednichenko et al., 2008).

3.6. Energética de la contraccién muscular.

Las fibras musculares contienen aproximadamente entre 5.5y 7 mM de ATP,
concentracion que parece suficiente para mantener la contraccidon muscular
durante unos 2 segundos (Leiber, 2004). La actividad contractil induce
permanentemente la hidrélisis del ATP, formando ADP, el cual es fosforilado
nuevamente en una fraccion de segundo para mantener estable la
concentracion de ATP (Berney & Levy, 2004). Esta renovacion del ATP se basa
en varias reservas de energia. La primera reserva es la fosfocretina (PCr) cuya
cantidad normal es unas 5 veces mayor que la del ATP. Se considera que la
energia combinada del ATP y de la PCr es capaz de producir una contraccion
maxima del musculo esquelético durante 5 a 8 segundos (Leiber, 2004). La
segunda reserva de energia es el glucogeno muscular. La rapida degradacién
enzimatica del glucégeno para liberar glucosa y llevarla hasta acido piruvico
libera energia para convertir ADP en ATP, el cual puede ser utilizado
directamente para proporcionar energia a la contraccion muscular o para volver
a cargar los depodsitos energéticos de PCr (Berney & Levy, 2004). La
importancia de este segundo mecanismo es doble, por una parte, las
reacciones tienen lugar en ausencia de oxigeno y por otro lado, la velocidad de
formacion de ATP es dos y media veces mas rapida que cuando los nutrientes
son oxidados (Leiber, 2004). La acumulacién de productos finales de la
glucolisis es tan elevada que por si sola puede mantener una contraccidn
muscular maxima durante mas de 1 minuto. Una fuente de energia alternativa
proviene del metabolismo oxidativo (Berney & Levy, 2004). Mas del 95 % de la
energia puede proceder de esta fuente cuando el musculo esta capacitado
para ello. Los principales nutrientes consumidos son carbohidratos, grasas y
excepcionalmente proteinas (Berney & Levy, 2004). En caso de actividad
muscular maxima, durante muchas horas, la mayor proporcién de energia



procede de las grasas pero, para periodos de 2 a 4 horas, hasta la mitad de la
energia puede proceder del glucogeno almacenado (Berney & Levy, 2004).

3.7. Fibras musculares tipo | v tipo |l.

Los musculos tipo | (sacudida lenta) se distinguen de los tipo Il (sacudida
rapida) por su color rojo, menor velocidad de contraccion y mayor resistencia a
las contracciones repetidas (menor fatigabilidad) (Allen, Lamb & Westerblad,
2008). El color rojo se debe a los altos niveles de mioglobina que contienen las
fibras tipo | y por la mayor densidad de capilares que los irrigan (Leiber, 2004).
Las fibras lentas tienen alta densidad de mitocondrias, son altamente
oxidativas con baja capacidad glucolitica, tienen la mitad del contenido de
tubulos T y RS y contienen las isoformas lentas de las proteinas contractiles
(Leiber, 2004; Allen, Lamb & Westerblad, 2008). Estas fibras tipo | estan
capacitadas para realizar metabolismo oxidativo (Berney & Levy, 2004). Las
fibras blancas o tipo Il son de mayor tamafio y tienen menor cantidad de
mioglobina, bajas cantidades de mitocondrias y de capilares, altas
concentraciones de enzimas glucoliticas, una relativamente alta densidad de
tubulos T y de RS y de isoformas de la cabeza pesada de miosina que son
rapidas, tropomiosina y troponina (Leiber, 2004; Allen, Lamb & Westerblad,
2008), por lo cual estan mas capacitadas para realizar metabolismo glucolitico.

Estudios bioquimicos indican que el ritmo y capacidad de transportar Ca®', la
actividad y la cantidad de las bombas tipo SERCA, la formacion de
fosfoproteina y la actividad de desfosforilacion, son mas bajos en RS de fibras
tipo | (Leiber, 2004; Allen, Lamb & Westerblad, 2008). Las caracteristicas
funcionales del musculo dependen entonces de su metabolismo, su capacidad
de manejo del Ca** y de su velocidad de hidrélisis del ATP (Allen, Lamb &
Westerblad, 2008). Las fibras | tienen una tasa lenta de actividad de miosina
ATPasa, lo cual reduce la demanda de energia (Allen, Lamb & Westerblad,
2008). Esto, junto con su baja capacidad de manejo del Ca**, crea fibras con
lento desarrollo de tension pero muy resistentes a la fatiga (Leiber, 2004). En el
otro lado estan fibras que tienen altas tasas de miosina ATPasa y de manejo
del Ca®* pero bajas capacidades oxidativas (Allen, Lamb & Westerblad, 2008).
Estas fibras tienen rapida velocidad de desarrollo de tension y relajacion pero
son rapidamente fatigables (Leiber, 2004). Las fibras se caracterizan por su
capacidad contractil. En registros de sacudida simple se ha medido la fuerza
maxima, el tiempo de contraccion y el tiempo medio de relajacion (Leiber,
2004). La fuerza es mas pequeia en musculos con predominio de fibras tipo |
(Allen, Lamb & Westerblad, 2008). Los tiempos de contraccion y relajacion son
mas breves en musculos con predominio de fibras tipo Il (Leiber, 2004; Allen,
Lamb & Westerblad, 2008). Los lentos tetanizan a frecuencias menores y
desarrollan menor fuerza (Allen, Lamb & Westerblad, 2008).

3.8. Sindrome isquemia-reperfusion del musculo esquelético.

Las lesiones del musculo esquelético secundarias al traumatismo mediado por
isquemia-reperfusion se presentan en diversas situaciones clinicas tales como:



(1) la enfermedad arterial periférica oclusiva (Pipinos et al., 2007; Pipinos et
al., 2008), la cual se considera que a nivel mundial puede afectar entre un 15y
un 20% de los sujetos mayores de 70 afnos (Martinez, 2009), (2) la oclusion
vascular aguda seguida de revascularizacion durante la cirugia vascular
electiva, durante la cirugia ortopédica que implica la utilizacién de un torniquete
y durante los transplantes que contienen tejido muscular esquelético
(Schellong, Ockert, y Zimmermann, 1998; Khanna, Cowled & Fitridge, 2005), y
(3) durante el trabajo muscular concéntrico de alta intensidad (Graven-Nielsen
& Arendt-Nielsen, 2008).

La isquemia se define como la falta parcial o total de aporte de sangre a un
organo o a parte de él, producida por una alteracién patologica de sus arterias
aferentes (Carden & Granger, 2000). La causa mas frecuente es una
obstruccién arterial, aunque también puede darse por insuficiencia circulatoria
periférica (Carden & Granger, 2000). Las causas locales pueden estar en el
lumen, en la pared o por fuera de la arteria. Entre las primeras estan la
trombosis y la embolia, particularmente importantes en arterias de mediano y
pequeno calibre. La alteracién de la pared mas frecuente es la ateroesclerosis:
la placa ateroesclerdtica, por una parte, puede provocar una trombosis cuando
se ulcera; por otra parte, cuando predomina el componente fibroso puede
producir una estenosis por retraccion de los tejidos (Carden & Granger, 2000).
Otra causa parietal esta representada por los espasmos, los cuales han sido
observados en arterias cerebrales y coronarias. Entre las causas extrinsecas
estan la compresion, el pinzamiento quirurgico y la torsion de la arteria. Los
efectos de la isquemia dependen de diversos factores, tales como: (1) la
duracion, (2) la intensidad de la isquemia, (3) la rapidez con que se instala, (4)
el grado de sensibilidad de los tejidos y (5) la disposicion anatémica del arbol
vascular (Carden & Granger, 2000).

En términos de duracién, la isquemia puede ser transitoria o persistente
(Carden & Granger, 2000). La intensidad depende del grado de obstruccion
arterial y puede ser absoluta en caso de oclusion o isquemia relativa en caso
de obstruccién parcial (Blaisdell, 2002). En general, los infartos son
consecuencia de una isquemia por oclusion (Carden & Granger, 2000). La
isquemia aguda es normalmente mas grave que la cronica (Carden & Granger,
2000). Cuando se produce cronicamente puede permitir el desarrollo de
colaterales y de anastomosis (Carden & Granger, 2000). En cuanto a su
sensibilidad, las células muestran diferentes tiempos de sobrevida a la
isquemia. Las neuronas mueren luego de 5 minutos, los miocitos cardiacos
pueden resistir hasta 30 minutos, las células renales hasta 1 hora y las células
musculares esqueléticas entre 3 y 6 horas (Carmo-Araujo et. al, 2007). Desde
el punto de vista morfolégico las consecuencias de la isquemia pueden ser:
ninguna, necrosis electiva parenquimatosa, infarto o atrofia segun como se den
los factores indicados (Blaisdell, 2002). Los efectos funcionales de la isquemia
sobre los diferentes tejidos son objeto de estudio actualmente.

La reperfusién ocurre cuando el flujo sanguineo retorna a un tejido después de
un periodo de isquemia (Carden & Granger, 2000). Aunque permite la




recuperacion del tejido, limitando la necrosis post-isquémica, se ha descrito que
la reperfusion puede en si misma lesionar los tejidos, ocasionando la “lesion
por reperfusidon” y en ocasiones la necrosis por reperfusién (observada
usualmente en el miocardio) (Carden & Granger, 2000). Los efectos de la
lesién por reperfusion dependen, entre otros, de los dafios causados por la
isquemia y del grado de sensibilidad de cada tejido (Carden & Granger, 2000).
Se conoce que el dano se debe en parte a la respuesta inflamatoria que se
produce en los tejidos afectados por la isquemia (Ma, Qui y Chen, 2008). Los
leucocitos que entran al tejido durante la reperfusion liberan interleuquinas y
radicales libres (hidroxilo, superéxido, entre otros) en respuesta al dafo tisular
producido por la isquemia (Ma, Qui y Chen, 2008). Las interleuquinas
promueven la respuesta inflamatoria y los radicales libres tienden a dafiar las
proteinas celulares, el ADN y la membrana plasmatica de las células que
sobrevivieron a la isquemia (Ma, Qui y Chen, 2008). La muerte de nuevas
células induce la liberacion de mas radicales libres. La inflamacion, si se vuelve
cronica, puede finalmente reproducir la isquemia, por extravasacion de fluidos
(edema) y estasis sanguineo (aumento de la viscosidad) (Carden & Granger,
2000). Adicionalmente, en el musculo cardiaco, se ha observado que en los
primeros 5 a 15 minutos de reperfusion, se desarrolla una hiper-contractura, la
cual tiende a favorecer la lesién de las células cardiacas durante la etapa de
reperfusion (Piper, Abdallah y Schafer, 2004).

Durante la isquemia hay una disminucion del aporte de oxigeno y de glucosa al
musculo esquelético (Carden & Granger, 2000). Se supone que este proceso
tiene como consecuencia la reduccion gradual de los depdsitos energéticos
intracelulares y el aumento del metabolismo anaerdbico (Blaisdell, 2002). A
nivel celular el traumatismo por isquemia-reperfusion se ha descrito que puede
llevar a procesos de dafio de la membrana celular, edema, disfuncion
microvascular y necrosis muscular, lo cual esta asociado con procesos de
morbilidad y disfuncion definitiva del tejido muscular. (Rubin et al., 1996;
Blaisdell, 2002). A nivel metabdlico se ha descrito una reduccién gradual de los
depositos energéticos intracelulares de ATP, de PCr, de glucégeno muscular,
con aumentos en las concentraciones intracelulares de lactato y H* (Carvalho,
McKee & Green, 1996; Blaisdell, 2002). EI traumatismo por isquemia-
reperfusion asi mismo, se ha reportado que induce en el musculo esquelético
condiciones de hipoxia, hipercapnia y acumulacion a nivel extracelular de
metabolitos como ATP, adenosina, H*, lactato, hipoxantina y colina, entre otros
(Carvalho, McKee & Green, 1996; Korth et al., 2000; Mense, 2009).

El dolor muscular secundario a isquemia se presenta generalmente por la
acumulacién de algunos de estos metabolitos (Mense, 2009). Estudios
realizados en humanos sugieren que este tipo de dolor esta relacionado en
parte con la liberacion de protones y de ATP desde las fibras musculares al
espacio extracelular (Forrester, 1972). Se considera que varios cuadros clinicos
asociados con dolor presentan origenes de tipo isquémico. Tal es el caso del
dolor asociado con la claudicacién intermitente de los miembros inferiores, el
dolor de espalda, la mialgia cervical, la cefalea tensional, los dolores
producidos en las primeras 24 horas que siguen al ejercicio fisico concéntrico



extenuante y el dolor secundario a trombo embolismos (Mense, 2009). Asi
mismo, en algunos procedimientos quirurgicos se pueden presentar etapas
alternantes de isquemia y reperfusion (Carvalho, McKee & Green, 1996).

3.9. Mecanismos de lesiéon muscular en los procesos de isquemia-reperfusion.

Dentro de las respuestas musculares secundarias a periodos de isquemia y
reperfusion, los estudios han caracterizado tres niveles: (1) cambios celulares y
tisulares, (2) cambios metabdlicos y (3) cambios en la funcién muscular. En el
musculo esquelético, los procesos de isquemia y reperfusion llevan a la
aparicion de edema, disfuncién microvascular, inflamacién y necrosis muscular,
todo lo cual esta asociado con procesos de morbilidad y disfuncion irreversible
del musculo esquelético (Rubin et al., 1996; Carden & Granger, 2000). Todas
las investigaciones relacionadas con la lesion muscular durante reperfusion
enfatizan que todos los cambios observados son causados por diferentes
mecanismos, lo cual dificulta la implementacion de terapias efectivas para la
adecuada recuperacion del musculo (Carvalho, McKee & Green, 1996).
Actualmente los procesos de isquemia-reperfusion son vistos como una forma
de inflamacién aguda (Rubin et al., 1996), pero no hay conceso al respecto
(Carvalho, McKee & Green, 1996).

Debido a lo anterior, se ha evaluado la medicion del infiltrado de células
inflamatorias, la medicién de la adhesién de leucocitos y la medicion de las
concentraciones de histamina, leucotrienos, radicales libres vy el factor de
necrosis tumoral, entre otros (Carden & Granger, 2000). Un estudio histologico
en el cual se caracteriz6 el efecto de 4 horas de isquemia y diferentes tiempos
de reperfusion sobre el musculo soleo, evidencid que la isquemia produce
edema de las fibras musculares, la aparicion de contornos angulares y en la
mayoria de las fibras, disminucién de sus diametro (Carmo-Araujo, 2007).
Luego de 4 horas de isquemia y 1 hora de reperfusion se observo edema del
musculo, fibras musculares en hipercontractura con desarreglo miofibrilar,
lesion mitocondrial y dilatacion del reticulo sarcoplasmico (Carmo-Araujo,
2007). En el mismo estudio, luego de 24 horas de reperfusién se observd
infiltrado inflamatorio intenso en el endomisio y el perimisio. Luego de 72 horas
de reperfusiébn se observaron areas con infiltrado inflamatorio y fibras
musculares en diferentes estados de necrosis y fagocitosis como se observa en
la figura 1 (Carmo-Araujo, 2007). El estudio concluye que los estados de
reperfusion inducen dario histolégico progresivo (Carmo-Araujo, 2007).

Otros estudios (Blaisdell, 2002) sugieren que no solo la reperfusiéon produce
dafio muscular sino también el grado de isquemia a que es sometido el
musculo. Se ha observado dafio irreversible de las fibras musculares, el cual se
inicia después de tres horas de isquemia y puede llegar a lesion completa a las
seis horas (Blaisdell, 2002). Estos datos sugieren entonces que la lesion
muscular es directamente proporcional a la severidad de la isquemia, al tiempo
que dura la isquemia y al tiempo que ha durado la reperfusion al momento del
estudio (Blaisdell, 2002). Si bien estos estudios son muy informativos acerca
del dafio muscular secundario a isquemia-reperfusion, la mayoria de ellos se



ha hecho a tiempos muy prolongados y no se han hecho tratando de establecer
una correlacion con la funcion muscular.

(d)

Figura 1. Histologia del musculo soleo con hematoxilina eosina (x40). a) musculo soleo sin
isquemia, nucleos periféricos (n), fibra muscular normal (f), endomisio (e). b) musculo soleo
post 4 horas de isquemia, aparicion de células hipertréficas (H). ¢) m. soleo post 4 horas de
isquemia y 1 horas de reperfusion, aparicion de fibras en hipercontractura (h), fibras con
desorganizacion miofibrilar (flechas) y edema (E). d) musculo soleo post 4 horas de isquemia
24 horas de reperfusion, edema (E), infiltrado inflamatorio intenso (I), fibras necréticas.
Tomado de Carmo-Arauijo et al., 2007.

3.10. Respuesta funcional del musculo esquelético a la isquemia vy a la
isquemia-reperfusion.

Los ensayos de la respuesta funcional del musculo esquelético a procesos de
isquemia y de isquemia-reperfusion se han basado en el estudio de la sacudida
simple y en el estudio de la tension tetanica, en musculos que presentan
diferente composicioén de fibras musculares. Se ha observado que la sacudida
simple del musculo soleo (mayor predominio de fibras tipo |) presenta una
caida de la tension un 30% mayor en los primeros 15 minutos de isquemia
cuando se compara con en el musculo extensor largo de los dedos (mayor
predominio de fibras tipo Il) (Carvalho, Mckee & Green, 1996). La diferencia
observada en la caida de la tensién se mantiene durante los primeros 30 y 45
minutos de la isquemia, pero al final de los 60 minutos de isquemia, la
diferencia ya no es significativa entre los dos tipos de musculo como se
muestra en la figura 2. Luego de 90 minutos en presencia de isquemia, los
niveles de tensién de las sacudidas simples para ambos grupos musculares
llegan a valores del 10% de la tension inicial (Carvalho, Mckee & Green, 1996).
A partir de alli no se observa una disminucion significativa de la tension de las
sacudidas simples entre los 90 y 180 minutos (figura 2). En general, se observa
que en ambos tipos de musculos, la fuerza muscular en sacudidas simples
después de 30 minutos decae en un 70% de la fuerza inicial y 90 minutos



después de la isquemia llega a valores del 10% de la fuerza inicial (Carvalho,
McKee & Green, 1996).
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Figura 2. Cambios observados a 1, 2 y 3 horas, en presencia de isquemia, en la tension
maxima en la sacudida simple normalizada por la tensién medida a tiempo 0. Extensor
digital longo (EDL) con mayor predominio de fibras musculares tipo Il y musculo soleo (SOL)
con mayor predominio de fibras tipo |. Tomado de Carvalho, Mckee & Green, 1996.

En experimentos donde se induce isquemia por una hora, seguida por dos
horas de reperfusion, se ha comprobado que ambos tipos de musculos
presentan una recuperacion de los parametros funcionales y metabdlicos
(Carvalho, McKee & Green, 1996). En estos estudios de isquemia-reperfusion
se determind que la recuperacion del musculo soleo (oxidativo) en los primeros
15 minutos de reperfusion -luego de una hora de isquemia- es mayor que la del
musculo extensor digital longo (glucolitico) (figura 3) (Carvalho, Mckee &
Green, 1997). A partir de ese tiempo la recuperacion es similar para ambos
tipos de musculos (Carvalho, Mckee & Green, 1997). Lo observado en estos
estudios indica que las principales diferencias funcionales entre los dos tipos
de musculos, cuando su funcionalidad se evalua a través del comportamiento
de su sacudida simple, se presentan al comienzo de los procesos isquémicos y
al inicio de los procesos de reperfusion (Carvalho, Mckee & Green, 1996;
Carvalho, Mckee & Green, 1997). Por otro lado, se observd que luego de dos
horas de reperfusion, la fuerza muscular se recupera solamente a un 30-40%
de la fuerza a tiempo cero después de dos horas de isquemia y tan solo a un



10-20% de la fuerza a tiempo cero después de tres horas de isquemia (figura
3) (Carvalho, Mckee & Green, 1997). También se observa consistentemente
que no hay diferencias significativas en la recuperacion de la fuerza entre una
hora y dos horas de reperfusiéon (Carvalho, Mckee & Green, 1997). Sin
embargo, en procesos de dos y tres horas de isquemia seguidos por dos horas
de reperfusidon, los parametros funcionales y metabdlicos permanecen

disminuidos entre un 50% y un 40% de la capacidad muscular (Carvalho,
McKee & Green, 1997).

A Ischemia
100 oA
:‘g ac_ _\L_Xélll' .
< 50—1 EN Ve
3 01 T
o 1 1
5 20 =
w <4 .
0 II ‘ 1 ] 1
0 1 2 3 4 5
00
5 80
£ 504
£ ]

S
[T

C

w

Force (% Initial)

w =

Figura 3. Cambios en la tensién méaxima en la sacudida simple normalizada por la
tension a tiempo 0. Extensor digital longo (cuadrados) con mayor predominio de fibras
musculares tipo Il y musculo soleo (circulos) con mayor predominio de fibras tipo I. (A) una
hora de isquemia y dos horas de reperfusion; (B) dos horas de isquemia y dos horas de

reperfusion; (C) tres horas de isquemia y dos horas de reperfusiéon. Tomado de (Carvalho,
Mckee & Green, 1997).

En otro estudio realizado en ratones (Woitaske & McCarter, 1998), se evalué el
efecto del tiempo de reperfusion luego de tres horas de isquemia, comparando
el musculo soleo (oxidativo) y el musculo extensor digital longo (glucolitico). Se
encontré que la tension activa en la sacudida simple de ambos musculos se
recupera aproximadamente en un 10% a los tres dias de luego de iniciada la
reperfusion, en un 50% para el musculo soleo y en un 30% para el musculo
extensor largo de los dedos después de 7 dias de reperfusién, y en un 70%
para ambos musculos después de 14 dias de reperfusion (Woitaske &
McCarter, 1998) (figura 4). Otro estudio realizado en ratas Wistar (Fish et al.,
1989) donde se evalud el efecto de 1, 2, 3 y 4 horas de isquemia muscular,
seguidas de reperfusién por dos semanas, se encontrd igualmente que hay una



correlacién negativa entre el tiempo de isquemia y la funcién muscular
evaluada por la sacudida simple (tension maxima y tiempo de contraccion) y
por la contraccién tetanica (tensién maxima) (Fish et al., 1989). Se corroboré
ademas que la funcidn muscular después de tres horas de isquemia no se
vuelve a recuperar completamente luego de 14 dias de reperfusion.
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Figura 4. Cambio en la tensién activa en sacudida simple. En el musculo soleo (barras
blancas) y extensor digital longo (barras oscuras) expresado en porcentaje de los musculos
control a 0 horas, 1 hora, 3 dias, 7 dias y 14 dias de reperfusiéon. Tomado de Woitaske &
McCarter, 1998.

3.11. Respuesta metabdlica del musculo esquelético a la isquemia v a la
isquemia-reperfusion.

Se ha descrito que la isquemia induce en el musculo esquelético condiciones
de hipoxia, hipercapnia, y la retencidén a nivel extracelular de metabolitos como
ATP, adenosina, protones, lactato, hipoxantina y colina, entre otros (Korth et
al., 2000; Mense, 2009). La isquemia se puede acompaiar de dolor que se
presenta generalmente por la acumulacién de estos metabolitos (Mense,
2009). Estudios realizados en humanos sugieren que los procesos isquemia
muscular son dolorosos en parte debido a la acumulacion de protones y de
ATP en el espacio extracelular (Forrester, 1972). Sin embargo, los estudios
indican que en el musculo esquelético los efectos de la isquemia-reperfusion
son altamente dependientes del nivel de actividad o estimulacion a que es
sometido el musculo durante el protocolo de isquemia-reperfusion utilizado en
cada caso (Carvalho, McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee & Green, 1997;
Gurke, et al., 2000).

En un modelo de 3 horas de isquemia, seguido de 1,5 horas de reperfusion, sin
estimulacién y aplicando un torniquete al miembro anterior de conejos
anestesiados, se reporta un incremento de cuatro veces en la concentraciéon de
lactato durante el periodo isquémico, el cual retorné a valores normales luego
de la reperfusion (Jennische, Hagberg & Haljamae, 1982). En el mismo estudio
se encontré un cambio en la concentracion de K* extracelular entre 4 y 16 mM
y una despolarizacién del potencial de membrana de reposo entre -90 mV y -60
mV, durante el periodo de 3 horas de isquemia (Jennische, Hagberg &
Haljamae, 1982). Luego de la liberacion del torniquete se observo una



recuperacion bifasica de ambos parametros, muy rapida en los primeros 15
minutos y mas lenta en los siguientes 75 minutos, cuando ambos parametros
regresaron a sus valores normales (Jennische, Hagberg & Haljamae, 1982). En
este estudio la caida del potencial de membrana parece ir paralela al aumento
en la concentracion de K* extracelular, asi durante la primera hora de isquemia
el K extracelular aparenta haber aumentado a 8 mM, mientras el potencial de
membrana cae a valores alrededor de -70 mV (Jennische, Hagberg &
Haljamae, 1982). Los autores reportan que el ATP se mantuvo constante
durante las 4,5 horas de cada experimento. El pH intracelular no se midio, pero
considerando el incremento en el lactato, concluyen que los cambios
observados se deben una inhibicion de la bomba de Na’/K* o a un cambio en
la permeabilidad del sarcolema al K*, inducidos por una disminucion del pH
intracelular (Jennische, Hagberg & Haljamae, 1982). Se sabe sin embargo que
en acidosis leve como la reportada, la bomba Na*/K* incrementa su actividad,
antes que disminuirla (Clausen, 2009), lo cual sugiere que los cambios
observados se pueden deber a un cambio en la permeabilidad al K.

En un estudio posterior con el mismo modelo con el musculo gastrocnemio,
también sin estimulacion (Hagberg, 1985), se observa una caida mas lenta en
el potencial de membrana a -80 mV en la primera hora de isquemia, -70 mV en
la segunda y -60 mV en la tercera hora (Hagberg, 1985). El pH intracelular cay6
desde 7,0 a 6,93 en la primera hora de isquemia, 6,86 en la segunda hora y
6,73 en la tercera hora (Hagberg, 1985). El pH extracelular cayé desde 7,3
hasta 6,93 en la primera hora de isquemia, 6,7 en la segunda hora y 6,5 a las
tres horas (Hagberg, 1985). El acido lactico aumenta de 5 mM al comienzo
hasta 30 mM a la cuarta hora de isquemia (Hagberg, 1985). EI ATP
practicamente no cambia durante las 4 horas de isquemia, mientras que el
contenido de glucdégeno cayo en un 40% (Hagberg, 1985).

Otro estudio, adelantado con la aplicacion de un torniquete en el miembro
posterior de ratas, sin estimulacion, se reporta que luego de dos horas de
isquemia se observa en el musculo soleo (oxidativo) y en el musculo tibial
(gluoclitico) una caida del 90% en los niveles de PCr (ldstrom et al., 1990). En
el mismo tiempo se observa que el ATP cae en un 35% en el musculo soleo y
un 64% en el musculo tibial (Idstrdm et al., 1990). La concentracion de ADP
durante las dos horas de isquemia no cambia en el musculo tibial, mientras que
en el soleo se observa un incremento del 50% (Idstrom et al., 1990). EI AMP
aumento 3 veces en el musculo soleo, mientras que el cambio en musculo tibial
no fue significativo (Idstrom et al., 1990). Durante el mismo tiempo, la cantidad
total de nucledtidos ciclicos disminuye un 50% en el tibial, mientras que en el
musculo soleo no se observa un cambio significativo (Idstrdm et al., 1990). La
concentracion de inosina 5’ monofosfato (IMP) aumenta 16 veces en el musculo
tibial, mientras que en soleo aumenta 5 veces (ldstrom et al., 1990). De otro
lado la concentracion de adenosina se mantiene inalterada en el soleo y en el
musculo tibial. La inosina, por el contrario aumenta 17 veces en el musculo
soleo y 36 veces en el musculo tibial (Idstrom et al., 1990). El complejo
hipoxantina-xantina aumenta 5 veces su concentraciéon en el musculo soleo y 4
veces en el musculo tibial (Idstrom et al., 1990). Finalmente, el acido urico



permanece constante en ambos tipos musculares luego de las dos horas de
isquemia (ldstrom et al., 1990).

Cuando estos metabolitos vuelven a medirse luego de una hora de reperfusion
(dos horas previas de isquemia), se encuentra que en el musculo soleo la PCr,
el ATP, el ADP, el AMP, la IMP, todos se recuperaron a sus valores normales
medidos antes de la isquemia, en tanto que la inosina siguié aumentando hasta
llegar a valores 22 veces mas altos que en las condiciones control, mientras
que el complejo hipoxantina-xantina se recuperd, pero mantuvo
concentraciones del doble con respecto a los valores medidos antes de la
isquemia (Idstrom et al., 1990). De otra parte, durante la reperfusion en el
musculo tibial, se observd una recuperacion a los valores normales unicamente
en la cantidad de adenosina (ldstrom et al., 1990). La PCr y el ATP, si bien se
recuperaron, lo hicieron sélo a un 50% del valor normal medido antes de la
isquemia (Idstrdm et al., 1990). El numero total de nucleétidos ciclicos no se
recupera en el musculo tibial (Idstrom et al., 1990). La cantidad de IMP en el
musculo tibial, si bien se recupera aun permanece 7 veces por encima de los
valores medidos antes de la isquemia, en tanto que la inosina siguid
aumentando hasta llegar a valores 45 veces mas altos que en las condiciones
control (ldstrom et al., 1990). Asi mismo, el complejo hipoxantina-xantina no se
recuperd en el musculo tibial y mantuvo los valores alcanzados durante la
isquemia (Idstrom et al., 1990). Finalmente, en el musculo tibial se observa un
incremento del 50% en la cantidad de acido urico (ldstrom et al., 1990).

En 1996, con la aplicacién de un torniquete en el miembro posterior de ratas,
aplicando cada 15 minutos un pulso de 70 V con 0,2 ms de duracion,
manteniendo la temperatura del musculo en 32° C y aplicando un tren de
pulsos por 500 ms a 250 Hz al finalizar de cada hora de isquemia, se
investigaron la fuerza maxima en la sacudida simple y la fuerza tetanica
maxima y los efectos metabdlicos de 1, 2 y 3 horas de isquemia en el musculo
soleo (SOL) y en el musculo extensor largo de los dedos (EDL) (Carvalho,
McKee & Green, 1996). Las mediciones indican que en el EDL, el ATP
disminuyé un 23% luego de 1 hora, un 66% luego de 2 horas y un 95% luego
de 3 horas de isquemia. En el SOL, el ATP disminuy6 a 31% luego de 1 hora,
un 79% luego de 2 horas y un 95% luego de 3 horas de isquemia (Carvalho,
McKee & Green, 1996). De otro lado, en el EDL, el ADP aument6 en un 60%
(16 microM) luego de 1 hora, regreso a su valor normal (10 microM) luego de 2
horas y finalmente disminuyé a 68% (6,8 microM) luego de 3 horas de
isquemia. En el SOL, el ADP aumentd en un 40% (17 microM) luego de 1 hora,
luego disminuyd a 80% (9,6 microM) luego de 2 horas y finalmente disminuy6 a
62% (7,5 microM) luego de 3 horas de isquemia (Carvalho, McKee & Green,
1996).

En este estudio, el AMP en el EDL aumento 2 veces su concentracion luego de
1 hora, bajo a 1,5 veces su concentracién normal luego de 2 horas y disminuyé
a 85% luego de 3 horas de isquemia. ElI AMP en el SOL aumento6 2 veces su
concentracion luego de 1 hora, bajo a 1,2 veces su concentracion normal luego
de 2 horas y disminuy6 a 50% luego de 3 horas de isquemia (Carvalho, McKee



& Green, 1996). En el EDL los nucleétidos totales cayeron a un 24% en la
primera hora, a un 56% en la segunda hora y a un 86% en la tercera hora de
isquemia. En el SOL los nucleétidos totales cayeron a un 15% en la primera
hora, a un 66% en la segunda hora y a 84% en la tercera hora de isquemia
(Carvalho, McKee & Green, 1996). En el EDL, la IMP aumenté su
concentracion 8 veces en la primera hora, 16 veces en la segunda hora y se
mantuvo en estos niveles durante la tercera hora de isquemia. La IMP en el
SOL aumentd su concentracion 7,5 veces en la primera hora, 17,5 veces en la
segunda hora y 28 veces durante la tercera hora de isquemia (Carvalho,
McKee & Green, 1996). De otro lado, la inosina en el EDL aumento 4 veces en
la primera hora, 7,4 veces en la segunda hora y 15 veces en la tercera hora de
isquemia. En el SOL, la inosina aumento 2,7 veces en la primera hora, 6,6
veces en la segunda hora y 12 veces en la tercera hora de isquemia (Carvalho,
McKee & Green, 1996). En cuanto a la hipoxantina en el EDL, se encontro un
incremento de 3,3 veces en la primera hora, 6 veces en la segunda hora y de
10 veces en la tercera hora de isquemia. En el SOL, se encontré un incremento
de 3,3 veces en la primera hora, 6 veces en la segunda hora y de 10 veces en
la tercera hora de isquemia (Carvalho, McKee & Green, 1996).

En este mismo estudio, se observo en el EDL que la PCr disminuy6é un 75%
(5,3 mM) luego de 1 hora, se mantuvo en esos niveles (5,3 mM) luego de 2
horas y un 93% (1,6 mM) luego de 3 horas de isquemia. En el SOL, la PCr
disminuy6 un 87% (2,1 mM) luego de 1 hora, un 89% (1,8 mM) luego de 2
horas y un 88% (2 mM) luego de 3 horas de isquemia (Carvalho, McKee &
Green, 1996). La creatina en el EDL aument6 un 82% (14,6 mM) luego de 1
hora, cayé y se mantuvo aumentada en un 50% (12 mM) luego de 2 horas y
volvié a aumentar en un 89% (15 mM) luego de 3 horas de isquemia. En el
SOL, la creatina aumento un 73% (10 mM) luego de 1 hora, cayd y se mantuvo
aumentada en un 46% (8,7 mM) luego de 2 horas y volvié a aumentar en un
81% (11 mM) luego de 3 horas de isquemia (Carvalho, McKee & Green, 1996).
El fosfato inorganico en el EDL aument6 un 75% (7 mM) luego de 1 hora, se
mantuvo en un 75% (7 mM) luego de 2 horas y volvié a aumentar a un 147%
(10 mM) luego de 3 horas de isquemia. En el SOL, el fosfato inorganico
aumentd un 89% (5.7 mM) luego de 1 hora, aumento en un 98% (5,9 mM)
luego de 2 horas y volviéo a aumentar en un 161% (7,8 mM) luego de 3 horas
de isquemia (Carvalho, McKee & Green, 1996). La creatina total se mantuvo
estable luego de 1 hora, 2 horas y 3 horas de isquemia en el EDL (31 mM) y en
el SOL (22 mM) (Carvalho, McKee & Green, 1996).

El glucogeno en el EDL cay6 a un 34% en la primera hora, se mantuvo igual
durante la segunda hora y en la tercera hora cay6é a un 15%. En el SOL, el
glucogeno cayod a un 37% en la primera hora, en la segunda hora cay6 a un
26% vy en la tercera hora cayo a un 9% (Carvalho, McKee & Green, 1996). La
glucosa en general no mostré cambios significativos durante las tres horas en
los dos grupos musculares (Carvalho, McKee & Green, 1996). La medicion de
otros metabolitos intermediarios muestra un aumento del 100% y 50% en la
gluscosa-1P en las primeras dos horas de isquemia en ambos musculos
(Carvalho, McKee & Green, 1996). Este incremento se ve acompafado por el



aumento de metabolitos intermediarios de la glicolisis tales como la glucosa-6P,
la fructosa-6P y la fructosa-1,6P (Carvalho, McKee & Green, 1996). Estos
incrementos sugieren que en ambos musculos, al menos en la primera hora de
isquemia la glicolisis estda muy activa, posiblemente ayudando a mantener las
concentraciones normales de ATP intracelular (Carvalho, McKee & Green,
1996). Finalmente, en el estudio se midieron los niveles de lactato intracelular.
En la primera hora se observa el mayor incremento, siendo de 5 veces la
concentracion normal en el EDL y 7 veces en el SOL (Carvalho, McKee &
Green, 1996). En la segunda hora las concentraciones se mantienen elevadas
pero estables y en la tercera hora el lactato aumenta hasta 7 veces su
concentracion normal en el EDL. En el soleo la concentracion de lactato
aumenta 10 veces en la segunda hora y se mantiene asi hasta la tercera hora
(Carvalho, McKee & Green, 1996). Con estas concentraciones de lactato, se
calcul6 una caida del pH intracelular en el EDL durante la primera hora de 0,26
(6,82 a 6,56), de 0,48 (6,8 a 6,32) durante la segunda hora y de 0,61 (6,81 a
6,2) durante la tercera hora de isquemia. Los calculos para el SOL indican un
cambio de pH intracelular de 0,34 (7,01 a 6,67), de 0,57 (7,01 a 6,44) durante
la segunda hora y de 0,63 (7,01 a 6,38) durante la tercera hora de isquemia
(Carvalho, McKee & Green, 1996). Aunque los cambios son mayores en el
SOL, el pH final siempre es mas acido en el EDL casi por 0,1 unidades de pH.

Este mismo grupo realizé en 1997 un nuevo estudio con los mismos musculos,
observado ahora los efectos funcionales y metabdlicos de admitir 2 horas de
reperfusion luego de 1, 2 y 3 horas de isquemia (Carvalho, McKee & Green,
1997). Estas mediciones indican que en el EDL, la concentracion de ATP se
recupera totalmente a valores normales (5,5 hasta 7 mM) luego de 2 horas de
reperfusion precedidas de 1 hora de isquemia, en tanto que la concentracion se
recuperd a un 60% del valor normal (2,3 hasta 4,2 mM) cuando precedieron 2
horas de isquemia y a un 48% del valor normal (0,35 hasta 3,4 mM) cuando
precedieron 3 horas de isquemia (Carvalho, McKee & Green, 1997). En el SOL
el ATP se recuper6 a su valor normal (3,8 hasta 5.5 mM) cuando precedié una
hora de isquemia, a un 68% del valor normal (1,2 hasta 3,7 mM) cuando
precedieron 2 horas de isquemia y a un 49% del valor normal (0,28 hasta 2,7
mM) cuando precedieron 3 horas de isquemia (Carvalho, McKee & Green,
1997). En el EDL la concentracion de ADP se recupera totalmente a valores
normales (16 hasta 10 microM) luego de 2 horas de reperfusion precedidas de
1y 2 horas de isquemia, en tanto que la concentracion se recuperd a un 75%
del valor normal (6,8 hasta 7,5 microM) cuando precedieron 3 horas de
isquemia (Carvalho, McKee & Green, 1997). En el SOL el ADP disminuy6 a un
83% de su valor normal (17 hasta 8,3 microM) cuando precedié una hora de
isquemia, subié a un 85% del valor normal (9,5 hasta 8,5 microM) cuando
precedieron 2 horas de isquemia y cayo nuevamente a un 64% del valor
normal (7,5 hasta 6,4 microM) cuando precedieron 3 horas de isquemia
(Carvalho, McKee & Green, 1997).

En el EDL el AMP que habia aumentado 2 veces su concentracion luego de 1
hora de isquemia, disminuyé a 0,7 veces su concentracion luego de dos horas
de reperfusidén, se nivelé a su concentracion normal cuando precedieron 2



horas de isquemia y cayo a 0,75 veces su concentracidon normal cuando
precedieron 3 horas de isquemia (Carvalho, McKee & Green, 1997). En el SOL
el AMP cayé de 2 veces a 0,88 su concentracién normal cuando precedidé 1
hora de isquemia, bajé aun mas desde 1,2 veces a 0,52 veces su
concentracion normal cuando precedieron 2 horas de isquemia y subid
ligeramente a 0,56 (desde 0,5) su concentracion normal cuando precedieron 3
horas de isquemia (Carvalho, McKee & Green, 1997). La reperfusion produjo
en ambos musculos un incremento en los niveles de IMP e inosina, en los
grupos que fueron antecedidos por 2 y 3 horas isquemia, en el otro grupo los
niveles se mantuvieron cerca de lo normal. La hipoxantina fue practicamente
no detectable durante la reperfusion, con excepcion de la muestra del SOL
procesada luego de 3 horas de isquemia (Carvalho, McKee & Green, 1997).

La PCr recuperé en ambos musculos sus valores normales durante la
reperfusion cuando fue precedida por 1 hora de isquemia. Cuando la isquemia
fue de 2 horas, luego de la reperfusion la PCr en el EDL se mantuvo en el 50%
de su valor normal y mientras que en el SOL se recupero a su valor normal. En
el grupo de tres horas de isquemia, el EDL recupero su PCr a un 40% del valor
normal, mientras que el SOL lo hizo en un 80% (Carvalho, McKee & Green,
1997). Los niveles de creatina se recuperaron totalmente en los tres grupos
experimentales en ambos musculos (Carvalho, McKee & Green, 1997). Los
niveles de fosfato inorganico se recuperaron a sus valores normales en ambos
grupos musculares en el grupo que sufri6 una hora de isquemia. En el grupo
que fue sometido a 2 horas de isquemia, el fosfato inorganico permanecié
elevado en un 53% (6,1 mM) en el EDL y en un 23% (3,7 mM) en el SOL. En el
grupo que fue sometido a 3 horas de isquemia, el fosfato inorganico
permanecié elevado en un 62% (6,5 mM) en el EDL y en un 23% (3,7 mM) en
el SOL (Carvalho, McKee & Green, 1997). La concentracion de lactato en el
EDL disminuyé a un 0,7 de su concentracién normal luego de 2 horas de
reperfusion, precedida por 1 hora de isquemia. En el mismo tiempo, en el SOL
se mantuvo elevada en un 1,5 de su valor normal (Carvalho, McKee & Green,
1997). Cuando la reperfusion fue precedida por 2 horas de isquemia el lactato
en el EDL se mantuvo 5 veces por encima de su concentraciéon normal,
mientras que en el SOL 2 veces por encima (Carvalho, McKee & Green, 1997).
En el protocolo con 3 horas de isquemia el lactato en el EDL se mantuvo 4
veces por encima de su concentracion normal, mientras que en el SOL 2 veces
por encima (Carvalho, McKee & Green, 1997). La concentracion de glicogeno
se recupero a sus valores normales en el EDL y el SOL independientemente
del tiempo de isquemia (Carvalho, McKee & Green, 1997). Estas mediciones
sugieren que el pH se recupera mas rapido y establemente en SOL que en el
EDL. Los autores resaltan haber encontrado una fuerte correlacion positiva
entre los niveles de ATP y la fuerza medida, y una correlacion negativa entre
los niveles de lactato y la fuerza registrada.



3.12. Homeostasis de Ca’" del musculo esquelético durante la isquemia-
reperfusion.

La homeostasis de Ca®* durante isquemia ha sido menos estudiada en el
musculo esquelético que en el musculo cardiaco. En el musculo espinotrapecio
de ratas se midieron los niveles intracelulares de Ca®" durante isquemia y
reperfusion (lvanics et al., 2000). Los resultados indican que periodos de
isquemia cortos (5, 15 y 30 minutos) seguidos de 1 hora de reperfusion no
promueven cambios en la concentracién de Ca*' intracelular (lvanics et al.,
2000). Luego de 1 y 2 horas de isquemia se observaron cambios en la
concentracion intracelular de Ca®*, pero los resultados fueron variables. Green
y otros (1996) estudiaron la actividad de la bomba tipo SERCA aislada de
microsomas del EDL y el SOL, luego de que estos musculos fueron sometidos
a1, 2y 3 horas de isquemia. En este estudio se encontr6 que la actividad de la
SERCA en el EDL es 42% mas alta que en los controles luego de 1 hora de
isquemia, 66% mas alta que en los controles luego de 2 horas de isquemia y
71% mas alta que en los controles luego de 3 horas de isquemia (Green et al.,
1996). En el SOL, la actividad de la SERCA luego de 1 hora de isquemia fue la
misma que en los controles, 37% mas alta que en los controles luego de 2
horas de isquemia y 60% mas alta que en los controles luego de 3 horas de
isquemia (Green et al., 1996). En un estudio posterior (Green et al., 1997), el
mismo grupo reporta que al someter el EDL y el SOL a 1, 2 y 3 horas de
isquemia, seguidas de 2 horas de reperfusion, la actividad de la SERCA en el
EDL disminuy6 en un 12% con respecto al aumento observado durante 1 hora
de isquemia, 17% con respecto al aumento observado durante 2 horas de
isquemia y 34% con respecto al aumento observado durante 3 horas de
isquemia (Green et al., 1997). En el SOL, la actividad de la SERCA disminuyo
24% con respecto al aumento observado durante 1 hora de isquemia y la
actividad se mantuvo sin cambios frente a los grupos de 2 y 3 horas de
isquemia (Green et al., 1997). Los autores proponen que en esta reduccion hay
dos componentes, uno que retorna la SERCA a su actividad normal luego del
incremento ocurrido durante la isquemia y otro que durante la reperfusion
deprime su actividad normal mas alla de esta recuperacion (Green et al., 1997).

Procesos como la liberaciéon de Ca®* desde el RS o la entrada de Ca** durante
la isquemia también han sido poco estudiados. Se ha determinado que la tasa
de liberacién de Ca®* se disminuye durante la fatiga muscular, pero no hay
datos durante de la isquemia (Allen, Lamb & Westerblad, 2008). Con respecto
a la entrada de Ca?*, en un estudio adelantado con el musculo EDL aislado se
determiné que la anoxia induce un aumento de Ca®" y una pérdida de la
integridad de la membrana celular del musculo (Fredsted et al., 2005). EI EDL
aislado fue incubado en 1,3 mM de Ca®" externo (incluyendo “°Ca?*) durante
mas de 120 minutos y la captura del Ca** radiactivo se comparé en condiciones
de 95% O, y de anoxia total (Fredsted et al., 2005). Se observdé que en
condiciones de anoxia el EDL acumulé un 50% mas de Ca** a los 10 minutos
de incubacion, 70% mas a los 30 minutos, 100% mas a los 40 minutos, 114
mas a los 90 minutos y 140% a los 120 minutos (Fredsted et al., 2005). La



curva muestra que el Ca** se acumula mas rapidamente en los primeros 40
minutos y luego la tasa de acumulacién se hace mas lenta.

4. MATERIALES Y METODOLOGIA.

4 1. Animales para experimentacion.

Se adelantdé un estudio de investigacibn basado en experimentaciéon con
animales. Se emplearon 90 ratas adultas machos Wistar con pesos entre 300 a
400g. Los biomodelos se alojaron en grupos de cuatro ratas en cada jaula
plastica en el bioterio de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle. El
bioterio mantiene una temperatura promedio entre 20°C y 24°C y mantiene
condiciones de humedad del 55%. Todos los animales fueron manejados de
acuerdo a las normas éticas nacionales e internacionales recogidas en el
manual del bioterio de la Facultad de Salud. Todos los protocolos
experimentales propuestos fueron revisados y aprobados por el Comité de
Etica Animal de la Universidad del Valle. Los procedimientos que se emplearon
durante el presente estudio no causaron sufrimiento a los animales de
experimentacion, ya que durante las etapas experimentales estuvieron bajo
sedacion. Durante su permanencia en el bioterio, el bienestar de los animales
fue continuamente supervisado por nosotros con la ayuda de un veterinario.
Todos los procedimientos se hicieron respetando las normas de asepsia y
antisepsia necesarias. Si durante los procedimientos descritos abajo, se
observé perturbacion o sufrimiento en los animales, se les practico
inmediatamente la eutanasia de la forma en que se describe y esos animales
no fueron usados para experimentacion.

El tamafo de la muestra experimental total se calculé con base en el numero
de 6 grupos experimentales y 6 grupos control que se ensayaron durante la
investigacion. Considerando que previamente no conociamos la desviacion
tipica de las medias que arrojarian los parametros a medir y analizar,
presumimos una distribucién normal, considerando que en los estudios previos
se utilizé la t de Student para verificar la significancia estadistica entre las
diferencias observadas entre las poblaciones de datos obtenidos (Fish et al.,
1989; Carvalho et al., 1996; McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee & Green,
1997; Woitaske & McCarter, 1998) En estos trabajos se utilizaron en promedio
5 animales por grupo de experimentacién. Considerando que la varianza fue
grande en algunos de estos estudios, en este trabajo aumentamos la muestra a
9 animales por grupo experimental. De otra parte, consideramos probable que
si los grupos control se mantenian estables durante el tiempo experimental
como se afirma en estudios previos, ellos mostrarian una posible menor
varianza en las medias, por lo cual era posible restringir esta muestra a 6
animales por grupo.

4.2. Procedimientos generales.

Para todos los procedimientos los animales fueron pesados y luego llevados a
sedacion profunda. Primero se hizo induccion de la sedacion profunda



colocandolos en una camara cerrada, la cual se gasificod con Isofluorano al
100% (ISOFLUORANO USP® - Baxter) durante 2 minutos hasta lograr la
sedaciéon profunda del animal. Luego, la sedacién profunda se mantuvo
mediante una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sodico (Pental® -
INVET) (6 mg / 100 g de peso corporal), seguida de inyecciones de
mantenimiento cada hora con pentobarbital sddico (2 mg / 100 g de peso
corporal) (Carvalho, McKee & Green, 1996). El pentobarbital sédico induce
sedacion profunda, lo cual es importante para estos experimentos, ya que asi
evitamos interferir de manera importante con el sistema nervioso periférico y
muscular durante los mismos. Una vez terminado cada experimento, los
animales fueron sacrificados mediante una inyeccion intraperitoneal de
pentobarbital sodico (Pental® - INVET) (18 mg / 100 g de peso corporal).
Luego de aplicar esta dosis letal, los animales se mantuvieron bajo observacion
en el mismo montaje experimental durante 15 minutos, tiempo durante el cual
se verifico el cese de la respiracion, la ausencia de latidos cardiacos y la
presencia de cornea opaca. En presencia de estos signos de muerte, el animal
fue dispuesto en una bolsa plastica y llevado al congelador, para luego eliminar
sus restos por la via hospitalaria que se encarga del manejo final de estos
restos. En caso de dudas con respecto a la muerte del animal se administro
una dosis letal adicional antes de disponer sus restos hacia la ruta hospitalaria.

4.3. Musculos para experimentacion v su estimulacion.

Como musculo esquelético de fibras tipo |, se utilizé el musculo soleo (SOL), el
cual se considera que contiene mas de un 80% de fibras oxidativas y 20% de
fibras glicoliticas (Soukup, Zacharova, Smerdu, 2002). Es un musculo del
miembro posterior, el cual se origina en la parte superior de la fibula y en la
linea soleal de la tibia. Su insercidén es en el hueso calcaneo, pasando a través
de la porcién medial del tenddén calcaneo. Su accion principal es mediar la
flexion plantar del pie. Esta irrigado por las ramas surales de la arteria poplitea,
las ramas musculares de la arteria peroneal y la arteria tibial posterior. Su
inervacion proviene del nervio tibial y por ramas de los nervios espinales S1 'y
S2 (Soukup, Zacharova, Smerdu, 2002). Como musculo esquelético de fibras
tipo I, se utilizdé el musculo extensor radial largo del carpo (ERLC), el cual se
considera que contiene mas de un 80% de fibras glicoliticas y 20% de fibras
oxidativas (Rodrigues, Silva & Pai, 1994). Es un musculo del miembro anterior,
el cual se origina en el risco lateral inferior supracondilar y en el septo lateral
intermuscular del humero. Se inserta en la base del segundo metacarpiano. A
nivel de la mufieca, funciona como extensor y abductor de la mano. A nivel del
codo sirve para flexionar y hacer supinacion leve del antebrazo. Esta irrigado
por la arteria recurrente radial y es inervado por el nervio radial, los nervios
espinales C5 y C6, y las ramas profundas del nervio radial (Rodrigues, Silva &
Pai, 1994).

Antes de iniciar las mediciones de sacudida simple para cada musculo se
determind su longitud 6ptima, aplicando estimulaciones tetanicas con 50 pulsos
de 0,2 ms de duracion, de 15 V de amplitud a una frecuencia de 25 Hz para el
musculo SOL, y de 30 V de amplitud a una frecuencia de 80 Hz para el



musculo ERLC. Estos protocolos fueron adaptados de estudios previos
(Carvalho et al. 1992; McKee, et al. 1996). Se us6 un estimulador operado por
un computador (Biopac STM200), conectado a electrodos de platino colocados
directamente sobre el vientre muscular y en contacto con una solucién salina
que se gotea sobre el musculo. La longitud del musculo se cambié con un
manipulador que controla la altura de un transductor de fuerza (Biopac
SS12LA) al cual se conectd el musculo desinsertado. La longitud 6ptima del
musculo fue la que produjo el tétanos de mayor tensidén. Para inducir las
sacudidas simples en cada musculo se utilizé un pulso de 0,2 ms de duracién y
de 15 V de amplitud para el musculo SOL y un pulso de 0,2 ms de duracion y
de 30 V de amplitud para el musculo ERLC, cada 10 minutos durante el tiempo
experimental.

El voltaje de estimulacion se determind mediante curvas de calibracion
elaboradas para nuestro sistema experimental. Elaboramos curvas de voltaje
de estimulacion en funcion de la tension maxima, donde se aplicaron 50 pulsos
de 0,2 ms a una frecuencia de 10 Hz para el musculo SOL, a diferentes
amplitudes de estimulacion: 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 40 y 50 V. Para el
musculo ERLC se aplicaron 50 pulsos de 0,2 ms a una frecuencia de 100 Hz, a
diferentes amplitudes de estimulacién: 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y
100 V. Estas curvas indicaron que en nuestro sistema con 15 V se alcanza el
97% de la fuerza maxima del musculo soleo y con 30 V se alcanza el 96% de
la fuerza maxima del musculo ERLC. En cada caso se dieron 10 minutos de
descanso entre cada rafaga de pulsos para evitar la fatiga muscular.

4 4. Mediciones de la funcidn muscular.

El procedimiento para la preparacién del los musculos SOL y ERLC para las
mediciones funcionales en vivo ha sido previamente descrito (Carvalho et al.;
1996, Carvalho et al., 1997 & McKee, 1996). Brevemente, se afeitd el pelo de
los miembros anteriores y posteriores derechos, se abrid la piel con bisturi y se
diseccioné el tendon de insercion (distal) de ambos musculos, el cual se aislo,
desinsertd (cortandolo) y até con hilo quirdrgico. El tendén de origen (proximal)
permanecio en su sitio sin ser alterado. Las ratas fueron colocadas en posicion
en decubito prono y el tendén desinsertado se conecté a través del hilo
quirurgico a un transductor de fuerza (Biopac SS12LA), quedando el musculo
en posicion perpendicular al miembro anterior o posterior del cual fue
desinsertado. Previo a la conexion del tenddn al transductor de fuerza, se
coloco un torniquete neumatico, por encima de la articulacion de la rodilla para
el musculo soleo vy por encima de la articulaciéon del codo para el musculo
ERLC (Tsai & Hou, 2006; Conrad & Albadawi, 2006). Cada torniquete fue
construido con una estructura circular de acero inoxidable que sostiene en su
parte central una manguera de caucho, la cual se dilata radial y
centripetamente cuando se insufla aire al torniquete. Para lograr una isquemia
absoluta, se insufl6 aire desde una perilla de tensidmetro hasta llegar a
presiones de 390+10 mmHg (Tsai & Hou, 2006). Esta presion se controlo a
través de un transductor de presién (Biopac TSD120) durante el tiempo que
duro la isquemia-reperfusion. Ver figuras 5 y 6.



Para determinar las respuestas control y aquellas tipicas secundarias a
isquemia y reperfusion, la temperatura de los dos musculos experimentales se
mantuvo en 32 £ 0.5°C (Carvalho, McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee &
Green, 1997), la cual se considera como la temperatura fisiolégica de reposo
del musculo esquelético. Para lograr este control de temperatura, los musculos
en posicion experimental, es decir unidos al transductor de presion, fueron
totalmente rodeados cada uno con un anillo de vidrio de 0.5 cm de radio interno
y 2 cm de longitud. La pared de estos anillos tiene una camara de aire en su
espesor, la cual fue inundada con agua a 32 * 0.5. Estas camaras de
refrigeracion estan conectadas a un bano de circulacion de agua constante y
monitorizada con un transductor de temperatura (Biopac TSD202A).
Adicionalmente, sobre la parte externa de cada uno de los musculos se
mantuvo un goteo peri-muscular de 60 gotast+8/minuto, con una solucion salina
con las siguientes concentraciones (en mM): 135 NaCl; 5 KCI; 2 CaCly; 2
MgCl,, 5 D-glucosa, 10 Hepes, con osmoloridad de 300 mOsm/L y pH ajustado
a 7.4 con NaOH (a 32°C).

—— | Sistema de Perfusion

Bafio de Refrigeracion

Camarasde refrigeracion |

Figura 6. Montaje experimental, vista superior.

Este sistema experimental permitid hacer las mediciones de tensién en
sacudida simple, monitorizar la temperatura en el ambiente cercano al musculo
del cual se registro la tensién, registrar los eventos de estimulacion del musculo



para correlacionarlos con los registro de fuerza muscular y registrar el valor de
la presion aplicada al torniquete cuando se indujo la isquemia. El registro de las
sefales de estos cuatro transductores se envid por cuatro canales
independientes a un amplificador MP35 de Biopac, de donde las sefales
fueron enviadas a un computador para su registro y posterior analisis utilizando
los programas “Acgknowledge software” de la compaiia Biopac y “MicroCal
Origin 7.0” (Microcal Software Inc).

4.5. Parametros funcionales medidos y analizados en la sacudida simple.

Para las sacudidas simples en condiciones isométricas que se registraron en
cada uno de los musculos se midieron y analizaron los siguientes parametros
funcionales: (1) el tiempo de latencia (Atcsiaten.), (2) la_fuerza maxima de la
contraccion (AFcsmax), (3) el tiempo de contraccion (Atcscont.), (4) la tasa maxima
de contraccion  (8Fcscont/Otcscont )max, (D) €l _tiempo medio de relajacion
(Atcsrels0%), (6) la_tasa maxima de relajacion (-(6Fcs rel/0tcsrel)max) Y (7) 12

integral fuerzacontraccisn-simple)-tiempo (rendimiento) (J Fcsq)- Ver figuras 7, 8 y 9.

Tiempo de Cortraccion

Fuerza Maxima

Tiempo Medio

de Relajacion

Tiempo de Latencia

Estlr.nuID
Figura 7. Contraccion tipica en sacudida simple del muasculo soleo. Se detallan las
mediciones del tiempo de latencia, la fuerza maxima de la sacudida, el tiempo de contraccién y
el tiempo medio de relajacion.
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Figura 8. Derivada en funcién del tiempo de la contraccién tipica en sacudida simple del
musculo soleo. Se detallan la tasa maxima de contraccion y la tasa maxima de relajacion.
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Figura 9. Contraccién tipica en sacudida simple del musculo soleo. Se detalla el calculo
de la integral fuerza-tiempo, el cual corresponde al area bajo la curva.

4.6. Diseno experimental.

4.6.1. Caracterizacion de los cambios en los parametros de la contraccién en
sacudida simple en el musculo SOL vy en el musculo ERLC durante 1, 2,
vy 3 horas de isquemia.

Se hicieron registros de 3 grupos experimentales de isquemia a 1, 2 y 3 horas
(n= 9, para cada tiempo) y 3 grupos controles a los cuales no se les aplico
presion en el torniquete (n=6, para cada grupo control). En los grupos
experimentales de isquemia se realiz6 una hora de registro sin isquemia
(torniquete sin insuflar) tomando medidas de la sacudida simple cada diez
minutos. Después de 1 hora se indujo isquemia en ambos grupos musculares
(SOL y ERLC) a través de la insuflacion de aire en los dos torniquetes durante
1, 2y 3 horas tal como se muestra en la figura 10.

Grupo isquemia 1

[ Control 1 h. | Isquemial h ] n=9

n==6
Grupo isquemia 2
[ Control 1 h. Isquemia 2 h. ] n=9
n==6
Grupo isquemia 3
[ Control 1 h. Isquemia 3 h. ] n=9
n=>6

Figura 10. Grupos experimentales de caracterizacién de la sacudida simple durante la
isquemia.



4.6.2. Caracterizacion de los cambios en los parametros de la contraccién en
sacudida simple en el musculo SOL v en el musculo ERLC durante 1, 2,
y 3 horas de isquemia sequidas de 1 hora de reperfusién.

Se hicieron registros de 3 grupos experimentales de isquemia a 1, 2 y 3 horas
(n= 9, para cada tiempo) y 3 grupos controles a los cuales no se les aplico
presion en el torniquete (n=6, para cada grupo control). En los grupos
experimentales luego del tiempo de isquemia se registr6 por una hora mas
durante la reperfusion de los musculos, en los grupos control se hizo una hora
equivalente de registro (ver figura 11). En los grupos experimentales, se realizd
una hora de registro sin isquemia (torniquete sin insuflar) tomando medidas de
la sacudida simple cada diez minutos. Después de la hora se indujo isquemia
en ambos grupos musculares (SOL y ERLC) a través de la insuflacion de aire
en los dos torniquetes durante 1, 2 y 3 horas tal como se muestra en la figura
11. Terminado el tiempo de la isquemia, los torniquetes se desinflaron hasta
una presion de 0 mm Hg para inducir la reperfusion, la cual se mantuvo durante
una hora en todos los grupos experimentales como se muestra en la figura 11.

Grupo isquemia 1 h. reperfusion.

[ Control1h. | Isquemialh. JReperfusion 1 h] n=9
n==6
Grupo isquemia 2h. Reperfusion.
[ Control1 h. | Isquemia2 h. Reperfusion 1 h.] n=9
... " .| n= 6
Grupo isquemia 3h. Reperfusion.
[ Control1h. | Isquemia3 h. Reperfusion 1 h} n=9
n==6

Figura 11. Grupos experimentales de caracterizacién de la sacudida simple durante la
isquemia-reperfusion.

4.6.3. Caracterizacion de las diferencias significativas que presentan los
cambios en los parametros de la contraccidon en sacudida simple durante
isquemia-reperfusion, entre el musculo SOL v el musculo ERLC.

Considerando que los parametros funcionales que se midieron y analizaron
para ambos grupos musculares presentaron amplitudes, tiempos y tasas de
diferente magnitud, con el fin de comparar estos datos fue necesario normalizar
todas las mediciones obtenidas de cada animal con los valores iniciales
obtenidos en cada experimento. Para el analisis de las diferencias observadas
en los efectos en la funcién muscular durante la isquemia y la isquemia-
reperfusion a diferentes tiempos, los resultados obtenidos con ambos grupos
musculares se han comparado con los resultados obtenidos con los grupos
control. Se comparo estadisticamente la homogeneidad de varianzas a través



de la prueba de Levene con el programa (StatSoft Sewss Statistica 7.0) donde
se rechaza la hipotesis que las varianzas sean iguales con un nivel de
significancia de p < 0,05. Posterior a este analisis se compararon ambos
grupos musculares (SOL y ERLC) con los grupos controles a través de la
utilizacion de la prueba t de Student donde p<0,05, para dos muestras
suponiendo varianzas iguales o varianzas desiguales en dependencia de los
resultados de la prueba de Levene. Para la comparacién de los resultados
entre ambos grupos musculares y se representaron todos los datos como un
porcentaje de los valores iniciales y se procedié con el mismo analisis
estadistico.



5. RESULTADOS.

5.1. Caracterizacion de los cambios en los parametros de la contraccion en
sacudida simple en el musculo SOL v en el musculo ERLC durante 1,2, v 3
horas de isquemia.

5.1.1. Mudsculo Soleo (SOL):

En la figura 12 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis de la fuerza maxima de la contraccion (AFcsmax) €n funcion del tiempo
de isquemia para el musculo SOL. En el panel A se muestra el cambio de la
AFcsmax luego de 1 hora de isquemia, en el B luego de 2 horas de isquemia y
en el C luego de 3 horas de isquemia. En estos paneles se observa que
mientras la AFcsmax permanece estable en los grupos control (cuadrados
negros), en los grupos de animales que fueron sometidos a isquemia (rombos
rojos), la AFcsmax Cae en proporcion a la duracion del tiempo de isquemia. La
AFcsmax normal para el SOL fue alrededor de 9,5 £ 2,9 g (media = s.e.m., n =
6). En los tres grupos se observa que la caida de la AFcsmax €S inmediata en la
primera sacudida registrada luego de inducir la isquemia, la cual se hizo 10
minutos después de aumentar la presion en el torniquete. En el panel D se
muestra el resumen de estos resultados, donde la AFcsmax €n cada punto de la
curva fue normalizada con la AFcsmax medida a tiempo cero. Este analisis indica
que en promedio, la AFcsmax cae un 70% durante la primera hora de isquemia,
20% mas durante la segunda hora de isquemia y el 10% restante durante la
tercera hora de isquemia. Al final del experimento la AFcsmax €S practicamente
cero.

En la figura 13 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
andlisis de la integral fuerzasacudida-simple)-tiempo (rendimiento) ([Fcsp) en
funcién del tiempo de isquemia para el musculo SOL. En el panel A se muestra
el cambio de la JFcs «t luego de 1 hora de isquemia, en el B luego de 2 horas de
isquemia y en el C luego de 3 horas de isquemia. En estos paneles se observa
que mientras la [Fcs ) permanece estable en los grupos control (cuadrados
negros), en los grupos de animales que fueron sometidos a isquemia (rombos
rojos), la JFcs ) cae en proporcion a la duracion del tiempo de isquemia. La [Fcs
«t para el SOL fue alrededor de 1,1 + 0,4 g*s (media £ s.e.m., n = 6). En los tres
grupos se observa que la caida de la [Fcs ¢ €s inmediata en la primera
sacudida registrada luego de inducir la isquemia, la cual se hizo 10 minutos
después de aumentar la presion en el torniquete. En el panel D se muestra el
resumen de estos resultados, donde la [Fcs ¢ en cada punto de la curva fue
normalizada con la [Fcs ¢ medida a tiempo cero. Este andlisis indica que en
promedio, la [Fcs ) cae un 70% durante la primera hora de isquemia, 20% mas
durante la segunda hora de isquemia y el 10% restante durante la tercera hora
de isquemia. Al final del experimento la [Fcs 1) s practicamente cero. Estos
resultados son muy similares a los cambios observados en la AFcsmax Y
sugieren que las dos mediciones son validas para caracterizar los cambios en
el desempeino muscular.
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Figura 12. Fuerza méaxima de la contraccion (AFcsmax) €n funcion del tiempo de isquemia
para el misculo soleo. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia (e). B) Grupo
control (m), y grupo a 2 horas de isquemia (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de
isquemia (®). D) (AFcsmax) Normalizada por la (AFcsmax) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora de
isquemia (m), grupo a 2 horas de isquemia (e), grupo a 3 horas de isquemia (A).Los valores
corresponden a las medias * s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student,
p < 0.05).

En la figura 14 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis del tiempo de latencia (Atcsiaten.) €n funcidn del tiempo de isquemia
para el musculo SOL. En el panel A se muestra el cambio del Atcsjaten. luego de
1 hora de isquemia, en el B luego de 2 horas de isquemia y en el C luego de 3
horas de isquemia. En estos paneles se observa que mientras el Atcsiaten.
permanece estable en los grupos control (cuadrados negros), en los grupos de
animales que fueron sometidos a isquemia (rombos rojos), el Atcsiaten. aumenta
en proporcion a la duracion del tiempo de isquemia. El Atcsjaten. para el SOL fue
alrededor de 10,4 £ 1,1 ms (media £ s.e.m., n = 6). En los tres grupos se
observa que el aumento del Atcsaten. €S inmediato en la primera sacudida
registrada luego de inducir la isquemia, la cual se hizo 10 minutos después de
aumentar la presion en el torniquete. En el panel D se muestra el resumen de
estos resultados, donde el Atcsiaten. €N cada punto de la curva fue normalizado
con el Atcsiaten, medido a tiempo cero. Este analisis indica que en promedio, el
Atcsiaten. @aumenta tonicamente un 50% durante la primera hora de isquemia,
alcanzando un incremento maximo del 90% luego de 1 hora y 40 minutos de



isquemia, tiempo después del cual la varianza de los datos aumento
considerablemente, sugiriendo un deterioro en las variables que controlan este
parametro a partir de este punto. El incremento maximo del 100% se observa a
las 2 horas de isquemia, observandose una caida en los valores durante la 3
hora de isquemia, cuando practicamente regresa a su valor inicial de control,
pero mostrando una gran dispersion de los datos.
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Figura 13. Integral fuerza sacudida-simple)-tiempo (rendimiento) (IFCS ®) en funcion del tiempo
de isquemia para el musculo soleo. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia (e).
B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3
horas de isquemia (e). D) (JFcs ®) hormalizada por la (Fcs ®») a tiempo cero. Grupo a 1 hora de
isquemia (m), grupo a 2 horas de isquemia (e), grupo a 3 horas de isquemia (A). Los valores
corresponden a las medias + s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student,
p <0.05).

En la figura 15 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis del tiempo de contraccion (Atcscont.) €n funcion del tiempo de isquemia
para el musculo SOL. En el panel A se muestra el cambio del Atcscont. lUuego de
1 hora de isquemia, en el B luego de 2 horas de isquemia y en el C luego de 3
horas de isquemia.
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Figura 14. Tiempo de latencia (Atcsiaen) €n funcion del tiempo de isquemia para el
musculo soleo. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia (e). B) Grupo control (m), y
grupo a 2 horas de isquemia (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia (e). D)
(Atcsiaten,) NOormalizada por el (Atcsjaten.) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora de isquemia (m), grupo a
2 horas de isquemia (e), grupo a 3 horas de isquemia (A). Los valores corresponden a las
medias * s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

En estos paneles se observa que mientras el Atcscont. permanece estable en los
grupos control (cuadrados negros), en los grupos de animales que fueron
sometidos a isquemia (rombos rojos), el Atcscont. S€ mantiene en sus niveles
normales durante los primeros 10 minutos en isquemia, cae a partir de los 20
minutos en isquemia y se estabiliza en un valor mas bajo hacia los 30 minutos
en isquemia, permaneciendo alli hasta las 2 primeras horas de isquemia. A
partir de este momento la varianza en los datos aumenta considerablemente
sugiriendo un deterioro en las variables que controlan este parametro a partir
de este punto. El Atcscont. para el SOL fue alrededor de 67,9 + 9,4 ms (media +
s.e.m., n = 6). En el panel D se muestra el resumen de estos resultados, donde
el Atcscont. €N cada punto de la curva fue normalizado con el Atcscont. medido a
tiempo cero. Este analisis indica que en promedio, el Atcscont. S€ mantiene
estable durante los primeros 10 minutos de isquemia, luego cae un 18% a los
20 minutos de isquemia, para luego caer un 25% hacia los 30 minutos de



isquemia, donde permanece estable hasta los 120 minutos de isquemia, tiempo
después del cual se observa una nueva caida, llegando a un descenso total de
un 65% de los valores normales.
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Figura 15. Tiempo de contraccidn (Atcscont) €n funcidon del tiempo de isquemia para el
musculo soleo. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia (e). B) Grupo control (m), y
grupo a 2 horas de isquemia (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia (e). D)
(Atcscont.) Normalizada por el (Atcscont.) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora de isquemia (m), grupo a 2
horas de isquemia (e), grupo a 3 horas de isquemia (A). Los valores corresponden a las
medias * s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

En la figura 16 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis de la tasa maxima de contraccion (8Fcscont/Otcscont.)max €n funcidén del
tiempo de isquemia para el musculo SOL. En el panel A se muestra el cambio
de la dF cscont/dtcscont. Jmax lU€gO de 1 hora de isquemia, en el B luego de 2 horas
de isquemia y en el C luego de 3 horas de isquemia. En estos paneles se
observa que mientras la 6Fcscont/0tcscont.Jmax Pe€rmanece estable en los grupos
control (cuadrados negros), en los grupos de animales que fueron sometidos a
isquemia (rombos rojos), la dFcscont/dtcscont.)max disminuye en proporcién a la



duracion del tiempo de isquemia. La 6Fcscont/dtcscont)max para el SOL fue
alrededor de 276,5 £ 57,2 g/s (media £ s.e.m., n = 6). En los tres grupos se
observa que la disminucion de la 8F cscont/dtcscont. )Jmax €S inmediata en la primera
sacudida registrada luego de inducir la isquemia, la cual se hizo 10 minutos
después de aumentar la presion en el torniquete. En el panel D se muestra el
resumen de estos resultados, donde la 8Fcscont/Otcscont.Jmax €N cada punto de la
curva fue normalizada con la SFcscont/Otcscont.Jmax Medida a tiempo cero. Este
analisis indica que en promedio, la 6Fcscont/0tcscont )max disminuye un 65%
durante la primera hora de isquemia, 20% mas durante la segunda hora de
isquemia y un 10% adicional durante la tercera hora de isquemia. Al final del
experimento la 8F cscont/0tcscont. Jmax €S de un 5% del valor inicial.
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Figura 16. Tasa maxima de contraccion (8Fcscont/0tcscont)max €N funcion del tiempo de
isquemia para el musculo soleo. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia (e). B)
Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas
de isquemia (®). D) (8Fcscont/Stcscont.)max NOrmalizada por la (8Fcscont/Stescont.)max @ tiempo cero.
Grupo a 1 hora de isquemia (m), grupo a 2 horas de isquemia (e), grupo a 3 horas de isquemia
(A). Los valores corresponden a las medias + s.e.m. El asterisco indica la significancia
estadistica (t de Student, p < 0.05).

En la figura 17 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis del tiempo medio de relajacion (Atcsreis0%) €n funcidn del tiempo de
isquemia para el musculo SOL. En el panel A se muestra el cambio del



Atcsrel50% luego de 1 hora de isquemia, en el B luego de 2 horas de isquemia y
en el C luego de 3 horas de isquemia. En estos paneles se observa que
mientras el Atcsrels0% permanece estable en los grupos control (cuadrados
negros), en los grupos de animales que fueron sometidos a isquemia (rombos
rojos), el Atcsreis0% aumenta a los 10 minutos de isquemia y se mantiene
estable en ese punto hasta las 1,5 horas en isquemia, tiempo después del cual
la varianza en los datos aumenta considerablemente y se observa una caida
en el valor que aun continua a las 3 horas de isquemia. Las diferencias entre
los grupos experimentales y los grupos control no son siempre significativas,
por lo cual los cambios observados hasta las 1,5 horas en isquemia deben ser
registrados como una tendencia. El Atcsreiso para el SOL fue alrededor de
60,5 + 10,7 ms (media £ s.e.m., n = 6). En el panel D se muestra el resumen de
estos resultados, donde el Atcsreiso, €n cada punto de la curva fue
normalizado con el Atcsrels0%, medido a tiempo cero. Este analisis indica que en
promedio, el cambio observado en las primeras 1,5 horas de isquemia
corresponde a un aumento del 20%. A las tres horas de isquemia la caida en el
Atcsrels0% €S en promedio de un 40%.
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Figura 17 (arriba). Tiempo medio de relajacion (Atcsreisow) €n funcién del tiempo de
isquemia para el musculo soleo. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia (e). B)
Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas



de isquemia (e). D) (Atcsgrelso%) Normalizada por el (Atcsrersos) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora
de isquemia (m), grupo a 2 horas de isquemia (e), grupo a 3 horas de isquemia (A). Los
valores corresponden a las medias * s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de
Student, p < 0.05).

En la figura 18 se observan los resultados obtenidos con la medicion y el
analisis de la tasa maxima de relajacion (-(0Fcs rel/0tcs rel.)max) €N funcién del
tiempo de isquemia para el musculo SOL. En el panel A se muestra el cambio
del -(8F cs rel/0tcs rel.)max lU€go de 1 hora de isquemia, en el B luego de 2 horas
de isquemia y en el C luego de 3 horas de isquemia. En estos paneles se
observa que mientras la -(6Fcs rel/0tcs rel.)max p€rManece estable en los grupos
control (cuadrados negros), en los grupos de animales que fueron sometidos a
isquemia (rombos rojos), la -(8F cs rel/dtcs rel. Jmax disminuye en forma bifasica en
funcion a la duracién del tiempo de isquemia. Todos los datos han sido
multiplicados por (-1) para su presentacién. La -(6Fcs Rrel/dtcs rel.)max para el
SOL fue alrededor de -123,8 + 44,3 g/s (media + s.e.m., n = 6). En los tres
grupos se observa que la disminucidn de la -(3Fcs rel/0tcs rel. Jmax €S inmediata
en la primera sacudida registrada luego de inducir la isquemia, la cual se hizo
10 minutos después de aumentar la presion en el torniquete.En el panel D se
muestra el resumen de estos resultados, donde la -(6F cs rel/0tcs rel.)max €N cada
punto de la curva fue normalizada con la -(8Fcs rel/dtcs rel. Jmax Medida a tiempo
cero. Este analisis indica que en promedio, la -(6Fcs rel/Otcs Rel.)max disminuye
un 40% durante los primeros 20 minutos de isquemia y luego la caida se hace
mas lenta. Durante la primera hora la disminucién es de 75%, un 7% adicional
durante la segunda hora y un 3% adicional durante la tercera hora de isquemia.
Al final del experimento la -(6Fcs rei./0tcs rel.)max €S de un 5% del valor inicial.
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Figura 18 (abajo). Tasa maxima de relajacion (-(6Fcs rel/0tcsrel)max) €N funcion del tiempo
de isquemia para el musculo soleo. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia (e).
B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3
horas de isquemia (e). D) (-(5FcsRrel/Otcs el )max) NOrmalizada por la (-(8Fcs rel/dtcs Rel)max) @
tiempo cero. Grupo a 1 hora de isquemia (m), grupo a 2 horas de isquemia (e), grupo a 3 horas
de isquemia (A). Los valores corresponden a las medias + s.e.m. El asterisco indica la
significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

5.1.2. Mudsculo Extensor radial largo del carpo (ERLC):

En la figura 19 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis de la fuerza maxima de la contraccion (AFcsmax) €n funcion del tiempo
de isquemia para el musculo ERLC. En el panel A se muestra el cambio de la
AFcsmax luego de 1 hora de isquemia, en el B luego de 2 horas de isquemia y
en el C luego de 3 horas de isquemia. En estos paneles se observa que
mientras la AFcsmax permanece estable en los grupos control (cuadrados
negros), en los grupos de animales que fueron sometidos a isquemia (rombos
rojos), la AFcsmax Cae en proporcion a la duracion del tiempo de isquemia. La
AFcsmax hormal para el ERLC fue alrededor de 31,6 + 4,6 g (media £ s.e.m., n =
6). En los tres grupos se observa que la caida de la AFcsmax €S inmediata en la
primera sacudida registrada luego de inducir la isquemia, la cual se hizo 10
minutos después de aumentar la presion en el torniquete. En el panel D se
muestra el resumen de estos resultados, donde la AFcsmax €n cada punto de la
curva fue normalizada con la AFcsmax medida a tiempo cero. Este analisis indica

que en promedio, la AFcsmax cae un 70% durante la primera hora de isquemia y
30% mas durante la segunda hora de isquemia. Durante la tercera hora de

isquemia y final del experimento la AFcsmax €S practicamente cero.

En la figura 20 se observan los resultados obtenidos con la medicion y el
analisis de la integral fuerzagacudida-simple)-tiempo (rendimiento) (IFCS(t)) en
funcién del tiempo de isquemia para el musculo ERLC. En el panel A se
muestra el cambio de la [Fcsgy luego de 1 hora de isquemia, en el B luego de 2
horas de isquemia y en el C luego de 3 horas de isquemia. En estos paneles se
observa que mientras la [Fcsy permanece estable en los grupos control



(cuadrados negros), en los grupos de animales que fueron sometidos a
isquemia (rombos rojos), la chs(t) cae en proporcion a la duracion del tiempo de
isquemia. La JFcsy para el ERLC fue alrededor de 1,1 £ 0,2 g*s (media %
s.e.m., n = 6). En los tres grupos se observa que la caida de la IFCS(t) es
inmediata en la primera sacudida registrada luego de inducir la isquemia, la
cual se hizo 10 minutos después de aumentar la presion en el torniquete. En el
panel D se muestra el resumen de estos resultados, donde la [Fcsg) en cada
punto de la curva fue normalizada con la [Fcsy medida a tiempo cero. Este
analisis indica que en promedio, la IFCS(t) cae un 70% durante la primera hora
de isquemia, 25% mas durante la segunda hora de isquemia y el 5% restante
durante la tercera hora de isquemia. Al final del experimento la [Fcsy es
practicamente cero.
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Figura 19. Fuerza maxima de la contraccion (AFcsmax) €n funcion del tiempo de isquemia
para el musculo para el miasculo ERLC. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia
(). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3
horas de isquemia (e). D) (AFcsmax) Normalizada por la (AFcsmax) a tiempo cero. Grupo a 1 hora
de isquemia (m), grupo a 2 horas de isquemia (e), grupo a 3 horas de isquemia (A). Los
valores corresponden a las medias + s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de
Student, p < 0.05).



A. B.

(“:C*S(t)) —u—Control, n =6
(g*s) —e— |squemia, n =9

0,8
0,6

04

0,24

Control | Isquemia Control i Isquemia i\\ir——g —_
00 ' : 00 ; ‘ —
0 1 2
t (horas) 0 " t(horas) 2 3
—n—Control, n=6 —=—isquemia 1 n=9
—e—|squemia, n=9 _(FCs() ©9 —e— isquemia 2 n=9
GFCS(O)‘: —A—isquemia 3 n=9
120
100 =3I I.1.z

TN h

b, N
’ i\ ' ]
[N 20 3 \E\t &I
024 E\i ! ! !\; LN
! N | T .

Control ! Isquermia \i\l,.,. , Control ! Isquemia | L g\*‘\ Abaaaa
0,0 Il —9-0-0_¢ T T T
! T T T T 0 1 2 3 4

0 ! t (hdras) 8 4 t (horas)

Figura 20. Integral fuerza acudida-simple)-tiempo (rendimiento) (chsa)) en funcién del tiempo
de isquemia para el masculo ERLC. . A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia (e).
B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3
horas de isquemia (e). D) (Icha)) normalizada por la (chsa)) a tiempo cero. Grupo a 1 hora de
isquemia (m), grupo a 2 horas de isquemia (e), grupo a 3 horas de isquemia (A). Los valores
corresponden a las medias * s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student,
p < 0.05).

En la figura 21 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis del tiempo de latencia (Atcsiaten.) €n funcion del tiempo de isquemia
para el musculo ERLC. En el panel A se muestra el cambio del Atcsjaten. lUEgO
de 1 hora de isquemia, en el B luego de 2 horas de isquemia y en el C luego de
3 horas de isquemia. En estos paneles se observa que mientras el Atcsiaten.
permanece estable en los grupos control (cuadrados negros), en los grupos de
animales que fueron sometidos a isquemia (rombos rojos), el Atcsjaten. Primero
se mantiene estable, luego aumenta en proporcion a la duracion del tiempo de
isquemia y finalmente cae a cero, mostrando una gran varianza en esta fase
final. El Atcsiaten. para el ERLC fue alrededor de 6,3 + 1,1 ms (media £ s.e.m., n
= 6). En los tres grupos se observa que el Atcsiaten. S€ mantiene estable durante



los primeros 40-50 minutos de isquemia y luego empieza a aumentar hasta en
un 50% a los 80-90 minutos de isquemia, tiempo después del cual se observa
un incremento en la varianza de los datos y una caida de los valores hasta cero
hacia los 140 minutos, tiempo después del cual no se observa ninguna
recuperacion. En el panel D se muestra el resumen de estos resultados, donde
el Atcsiaten. €N cada punto de la curva fue normalizado con el Atcsjaten. medido a
tiempo cero. Este analisis indica que en promedio, el Atcsiaten. aumenta pero la
significancia estadistica de estos aumentos es variable.
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Figura 21. Tiempo de latencia (Atcsiaen) €n funciéon del tiempo de isquemia para el
musculo ERLC. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia (e). B) Grupo control (m),
y grupo a 2 horas de isquemia (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia (e). D)
(Atcsiaten.) Normalizada por el (Atcsiaten.) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora de isquemia (m), grupo a
2 horas de isquemia (e), grupo a 3 horas de isquemia (A). Los valores corresponden a las
medias * s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

En la figura 22 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis del tiempo de contraccion (Atcscont.) €n funcion del tiempo de isquemia



para el musculo ERLC. En el panel A se muestra el cambio del Atcscont. lUEgO
de 1 hora de isquemia, en el B luego de 2 horas de isquemia y en el C luego de
3 horas de isquemia. En estos paneles se observa que mientras el Atcscont.
permanece estable en los grupos control (cuadrados negros), en los grupos de
animales que fueron sometidos a isquemia (rombos rojos), el Atcscont. disminuye
su de su valor normal una vez se instaura la isquemia. La caida continta y se
estabiliza hacia los 30 minutos en isquemia, permaneciendo alli hasta que se
completa la primera hora de isquemia. A partir de este momento la varianza en
los datos aumenta considerablemente y el parametro registra un descenso
continuo, llegando a cero a las 2 horas y 40 minutos, sin mostrar una
recuperacion posterior. El Atcscont. para el ERLC fue alrededor de 26,3 £ 1,5 ms
(media = s.em., n = 6). En el panel D se muestra el resumen de estos
resultados, donde el Atcscont. €N cada punto de la curva fue normalizado con el
Atcscont. medido a tiempo cero. Este analisis indica que en promedio, el Atcscont.
cae un 14% durante los primeros 10 minutos de isquemia, luego cae un 3%
adicional los 20 minutos de isquemia. La disminucién se estabiliza en un 20%
hacia los 30 minutos de isquemia, donde permanece estable hasta los 60
minutos de isquemia.
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Figura 22. Tiempo de contraccion (Atcscont) €n funcién del tiempo de isquemia para el
musculo masculo ERLC. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia (e). B) Grupo
control (m), y grupo a 2 horas de isquemia (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de
isquemia (e). D) (Atcscont) Normalizada por el (Atcscont) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora de
isquemia (m), grupo a 2 horas de isquemia (e), grupo a 3 horas de isquemia (A). Los valores
corresponden a las medias * s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student,
p < 0.05).

En la figura 23 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis de la tasa maxima de contraccion (8Fcscont/Otcscont.)max €n funcidn del
tiempo de isquemia para el musculo ERLC. En el panel A se muestra el cambio
de la 6F cscont/dtcscont. )max lU€go de 1 hora de isquemia, en el B luego de 2 horas
de isquemia y en el C luego de 3 horas de isquemia. En estos paneles se
observa que mientras la 6Fcscont/dtcscont)max Pe€rManece estable en los grupos
control (cuadrados negros), en los grupos de animales que fueron sometidos a
isquemia (rombos rojos), la dFcscont/Otcscont.)max disminuye en proporcién a la
duracion del tiempo de isquemia. La SFcscont/Otcscont.)max Promedio para el
ERLC fue alrededor de 1966,6 + 258,8 g/s (media = s.e.m., n = 6). En los tres
grupos se observa que la disminucién de la 6F cscont/0tcscont.)max €S inmediata en
la primera sacudida registrada luego de inducir la isquemia, la cual se hizo 10
minutos después de aumentar la presion en el torniquete. En el panel D (figura
23) se muestra el resumen de estos resultados, donde la 6F cscont/0tcscont.)max €N
cada punto de la curva fue normalizado con la dFcscont/dtcscont)max Medida a
tiempo cero. Este analisis indica que en promedio, la JSFcscont/dtcscont )max
disminuye un 60% durante la primera hora de isquemia, 35% mas durante la
segunda hora de isquemia y un 5% adicional durante la tercera hora de
isquemia. Al final del experimento la SFcscont/dtcscont )max €S un 2% del valor
inicial.

En la figura 24 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis del tiempo medio de relajacion (Atcsreis0%) €n funcidn del tiempo de
isquemia para el musculo ERLC. En el panel A se muestra el cambio del
Atcsrel50% luego de 1 hora de isquemia, en el B luego de 2 horas de isquemia y



en el C luego de 3 horas de isquemia. En estos paneles se observa que
mientras el Atcsrels0% permanece estable en los grupos control (cuadrados
negros), en los grupos de animales que fueron sometidos a isquemia (rombos
rojos), el Atcsrelso% disminuye a los 10 minutos de isquemia, alcanzando su
caida maxima a los 20 minutos de isquemia, luego se mantiene estable en ese
punto hasta los 90-100 minutos en isquemia, tiempo después del cual se
observa una caida en el valor que llega hasta cero a los 160 minutos. Las
diferencias observadas entre los grupos experimentales y los grupos control no
son siempre significativas. El Atcsreis0% promedio para el ERLC fue alrededor
de 17,6 £ 2 ms (media £ s.e.m., n = 6). En el panel D se muestra el resumen de
estos resultados, donde el Atcsreis0%s €n cada punto de la curva fue
normalizado con el Atcsrels0%, medido a tiempo cero. Este analisis indica que en
promedio, la caida en los primeros 10 minutos de isquemia es de un 17%,
llegando a caer hasta un 27% a los minutos. En adelante la varianza es muy

elevada y los datos informan muy poco acerca del comportamiento de este
parametro.
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Figura 23. Tasa maxima de contraccion (8Fcscont/0tcscont)max €N funcion del tiempo de
isquemia para el musculo ERLC. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia (o). B)



Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas
de isquemia (®). D) (8Fcscont/8tcscont.)max NOrmalizada por la (8Fcscont./0tcscont.)max @ tiempo cero.
Grupo a 1 hora de isquemia (m), grupo a 2 horas de isquemia (), grupo a 3 horas de isquemia
(A). Los valores corresponden a las medias + s.e.m. El asterisco indica la significancia
estadistica (t de Student, p < 0.05).

En la figura 25 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis de la tasa maxima de relajacion (-(0Fcs rel/0tcs rel.)max) €N funcion del
tiempo de isquemia para el musculo ERLC. En el panel A se muestra el cambio
del -(8F cs rel/0tcs rel.)max lU€go de 1 hora de isquemia, en el B luego de 2 horas
de isquemia y en el C luego de 3 horas de isquemia. En estos paneles se
observa que mientras la -(3F cs rel/0tcs rel. Jmax pErManece estable en los grupos
control (cuadrados negros), en los grupos de animales que fueron sometidos a
isquemia (rombos rojos), la -(6Fcs rel/Otcs rel.)max S€ mantiene en los valores
normales durante 20 minutos y a partir de alli empieza tonicamente a disminuir
hasta alcanzar valores cercanos a cero a las dos horas de isquemia.
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Figura 24. Tiempo medio de relajacion (Atcsreisow) €n funcion del tiempo de isquemia
para el masculo ERLC. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia (e). B) Grupo
control (m), y grupo a 2 horas de isquemia (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de



isquemia (e). D) (Atcsrelso%) Normalizada por el (Atcsrersos) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora de
isquemia (m), grupo a 2 horas de isquemia (e), grupo a 3 horas de isquemia (A ). Los valores
corresponden a las medias + s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student,
p < 0.05).

Todos los datos han sido multiplicados por (-1) para efectos demostrativos. La -
(0F cs rel./0tcs Rel. Jmax Promedio para el ERLC fue alrededor de -1224,5 + 214,8
g/s (media £ s.e.m., n = 6). En el panel D se muestra el resumen de estos
resultados, donde la -(6FcsRrel/Otcsrel)max €n cada punto de la curva fue
normalizado con la -(8Fcs rel/0tcs rel)max Medida a tiempo cero. Este analisis
indica que en promedio, la -(8Fcs rel/Otcs rel.)max S€ Mantiene estable durante
los primeros 20 minutos de isquemia y luego inicia una caida que aparenta
tener un solo componente. Durante la primera hora la disminucion es de 50%,
un 46% adicional durante la segunda hora y un 3% adicional durante la tercera

hora de isquemia. Al final del experimento la -(6Fcs rel/0tcs Rel.)max €S Muy
cercana a cero.
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Figura 25. Tasa méaxima de relajacion (-(6FcsRel/8tcsrel)max) €N funcién del tiempo de
isquemia para el musculo ERLC. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia (e). B)
Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas



de isquemia (®). D) (-(8Fcs rel/8tcs rel)max) Normalizada por la (-(8Fcs rel/8tcs rel.)max) @ tiempo
cero. Grupo a 1 hora de isquemia (m), grupo a 2 horas de isquemia (e), grupo a 3 horas de
isquemia (A). Los valores corresponden a las medias * s.e.m. El asterisco indica la
significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

5.2. Caracterizacion de los cambios en los parametros de la contraccion en
sacudida simple en el musculo SOL y en el musculo ERLC durante 1, 2, v
3 horas de isquemia sequidas de 1 hora de reperfusion.

5.2.1. Mudsculo Soleo (SOL):

En la figura 26 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis de la fuerza maxima de la contracciéon (AFcsmax) €n funcién del tiempo
de isquemia, seguidos de 1 hora de reperfusion para el musculo SOL. En el
panel A se muestra el cambio de la AFcsmax luego de 1 hora de isquemia y 1
hora de reperfusién, en el B luego de 2 horas de isquemia y 1 hora de
reperfusion, y en el C luego de 3 horas de isquemia y 1 hora de reperfusion. El
comportamiento de los periodos de isquemia es muy similar al descrito arriba.
Se observa que la AFcsmax permanece estable en los grupos control durante la
isquemia y la reperfusién (cuadrados negros). En el panel D se muestra el
resumen de estos resultados, donde la AFcsmax €n cada punto de la curva fue
normalizada con la AFcsmax medida a tiempo cero. Luego de 1 hora de
isquemia, la AFcsmax S€ recupera 45% en los primeros 30 minutos, sin hacerlo
mas durante la siguiente media hora de reperfusién. Después de 2 horas de
isquemia, la AFcsmax S€ recupera 18% en los primeros 30 minutos, sin hacerlo
mas durante la siguiente media hora de reperfusion. Luego de 3 horas de
isquemia la AFcsmax NO se recupera durante 1 hora de reperfusion.
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Figura 26. Fuerza méaxima de la contraccion (AFcsmax) €n funcion del tiempo de isquemia
—reperfusion para el masculo soleo. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia 1
hora de reperfusion (e). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de
reperfusién (e). C) Grupo control (m), y grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (e).
D) (AFcsmax) normalizada por la (AFcsmax) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora de isquemia 1 hora de
reperfusién (m); grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusién (e); grupo a 3 horas de
isquemia 1 hora de reperfusién (A). Los valores corresponden a las medias + s.e.m. El
asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

En la figura 27 se observan los resultados obtenidos con la medicion y el
analisis de la integral fuerza(sacudida-simple)-tiempo (rendimiento) (chsa)) en
funcién del tiempo de isquemia, seguidos de 1 hora de reperfusion para el
musculo SOL. En el panel A se muestra el cambio de la [Fcs ¢ luego de 1 hora
de isquemia y 1 hora de reperfusion, en el B luego de 2 horas de isquemia y 1
hora de reperfusion, y en el C luego de 3 horas de isquemia y 1 hora de
reperfusion. EI comportamiento de los periodos de isquemia es muy similar al
descrito arriba. Se observa que la [Fcs ) permanece estable en los grupos
control durante la isquemia y la reperfusion (cuadrados negros). En el panel D
se muestra el resumen de estos resultados, donde la [Fcs ¢y en cada punto de
la curva fue normalizada con la [Fcs ) medida a tiempo cero. Luego de 1 hora
de isquemia, la [Fcs ) Se recupera 45% en los primeros 20 minutos, sin hacerlo
mas durante la siguiente media hora de reperfusién. Después de 2 horas de
isquemia, la [Fcs ) Se recupera 18% en los primeros 20 minutos, sin hacerlo
mas durante la siguiente media hora de reperfusion. Luego de 3 horas de
isquemia la JFcs ) NO se recupera durante 1 hora de reperfusion.

En la figura 28 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis del tiempo de latencia (Atcsiaten.) €n funcion del tiempo de isquemia,
seguidos de 1 hora de reperfusién para el musculo SOL. En el panel A se
muestra el cambio del Atcsjaten. luego de 1 hora de isquemia y 1 hora de
reperfusion, en el B luego de 2 horas de isquemia y 1 hora de reperfusion, y en
el C luego de 3 horas de isquemia y 1 hora de reperfusion. EI comportamiento
de los periodos de isquemia es muy similar al descrito arriba. Se observa que el
Atcsiaten. Ppermanece estable en los grupos control durante la isquemia y la



reperfusion (cuadrados negros). En el panel D se muestra el resumen de estos
resultados, donde el Atcsiaten. €n cada punto de la curva fue normalizado con el
Atcsiaten. medido a tiempo cero. Luego de 1 hora de isquemia, el Atcsjaten. retorna
hacia sus valores normales en 20 minutos, pero mantiene una tendencia a
permanecer ligeramente elevado, la cual no es estadisticamente significativa.
Luego de dos horas de isquemia el Atcsiaten. S€ mantiene elevado, no cambia y
muestra una gran varianza, indicando que aparentemente no hay recuperacion.
Luego de 2 horas y 20 minutos de isquemia el Atcsjaten. aumenta hasta un 110%
de su valor normal, luego de lo cual cae rapidamente hasta llegar a un 65% de
su valor inicial, aparentemente indiferente frente a la reperfusion que se
permitié cuando se completaron 3 horas de isquemia.

En la figura 29 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis del tiempo de contraccidon (Atcscont.) €n funcion del tiempo de isquemia,
seguidos de 1 hora de reperfusién para el musculo SOL. En el panel A se
muestra el cambio del Atcscont. luego de 1 hora de isquemia y 1 hora de
reperfusion, en el B luego de 2 horas de isquemia y 1 hora de reperfusion, y en
el C luego de 3 horas de isquemia y 1 hora de reperfusion. EI comportamiento
de los periodos de isquemia es muy similar al descrito arriba.
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Figura 27. Integral fuerza sacudida-simple)-tiempo (rendimiento) (IFCS ®) en funcion del tiempo
de isquemia- reperfusion para el musculo soleo. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de
isquemia 1 hora de reperfusion (e). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia 1 hora
de reperfusion (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusién
(o). D) (JFcs ®) normalizada por la (JFcs ) a tiempo cero. Grupo a 1 hora de isquemia 1 hora
de reperfusion (m); grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (e); grupo a 3 horas de
isquemia 1 hora de reperfusion (A). Los valores corresponden a las medias + s.e.m. El
asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

Se observa que el Atcscont. permanece estable en los grupos control durante la
isquemia y la reperfusién (cuadrados negros). En el panel D se muestra el
resumen de estos resultados, donde el Atcscont. €n cada punto de la curva fue
normalizado con el Atcscont. medido a tiempo cero. Luego de 1 hora de
isquemia, el Atcscont. S€ recupera completamente a sus valores normales. Luego
de 2 horas de isquemia el Atcscont. Ya NO Se recupera a sus valores normales y
se observa un incremento en la varianza de los datos. Luego de 2 horas y 20
minutos de isquemia el Atcscont. Cae subitamente, mostrando un gran aumento
en la varianza de los datos, llegando a valores 70% menores que los controles
y mostrandose indiferente al proceso de reperfusion.
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Figura 28. Tiempo de latencia (Atcsiaten.) €N funcion del tiempo de isquemia - reperfusion
para el musculo Soleo. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia 1 hora de
reperfusion (e). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (e).
C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (e). D) (Atcsiaten.)
normalizada por el (Atcsiaten) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora de isquemia 1 hora de reperfusion
(m); grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (e); grupo a 3 horas de isquemia 1 hora
de reperfusion (A). Los valores corresponden a las medias + s.e.m. El asterisco indica la
significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

En la figura 30 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis de la tasa maxima de contraccion (8Fcscont/Otcscont.)max €n funcidn del
tiempo de isquemia, seguidos de 1 hora de reperfusién para el musculo SOL.
En el panel A se muestra el cambio de la (8Fcscont/dtcscont.)max lU€gO de 1 hora
de isquemia y 1 hora de reperfusion, en el B luego de 2 horas de isquemia y 1
hora de reperfusion, y en el C luego de 3 horas de isquemia y 1 hora de
reperfusion. El comportamiento de los periodos de isquemia es muy similar al
descrito arriba. Se observa que la (8Fcscont/0tcscont.)max PermManece estable en
los grupos control durante la isquemia y la reperfusion (cuadrados negros). En
el panel D se muestra el resumen de estos resultados, donde Ia
(6F cscont/Otcscont Jmax €N cada punto de la curva fue normalizada con la
(6F cscont/Otcscont. )Jmax Medida a tiempo cero. Luego de 1 hora de isquemia, la
(6F cscont/Otcscont )max  S€ recupera 45% hasta los valores normales en 40
minutos. Después de 2 horas de isquemia, la (6Fcscont/0tcscont.)max S€ recupera
20% en los primeros 30 minutos, sin hacerlo mas durante la siguiente media
hora de reperfusién. Luego de 3 horas de isquemia la (8Fcscont/0tcscont.)max NO
se recupera durante 1 hora de reperfusion.
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Figura 29. Tiempo de contraccidon (Atcseont) €n funcion del tiempo de isquemia -
reperfusién para el misculo soleo. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia 1 hora
de reperfusion (e). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusion
(). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (e). D) (Atcscont)
normalizado por el (Atcscont) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora de isquemia 1 hora de reperfusion
(m); grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (e); grupo a 3 horas de isquemia 1 hora
de reperfusion (A). Los valores corresponden a las medias + s.e.m. El asterisco indica la

significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

En la figura 31 se observan los resultados obtenidos con la medicion y el
analisis del tiempo medio de relajacion (Atcsreis0%) €n funcién del tiempo de
isquemia, seguidos de 1 hora de reperfusion para el musculo SOL.
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Figura 30. Tasa maxima de contraccion (8Fcscont/Stcscont)max €N funcién del tiempo de
isquemia - reperfusidon para el musculo soleo. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de
isquemia 1 hora de reperfusion (e). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia 1 hora
de reperfusion (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusién
(’)- D) (SFCScont./StCScont.)max normalizado por la (SFCScont./StCScont.)max a tiempo cero. Grupo a
hora de isquemia 1 hora de reperfusion (m); grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusion
(®); grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (A). Los valores corresponden a las
medias * s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

En el panel A se muestra el cambio del Atcsrels0% luego de 1 hora de isquemia
y 1 hora de reperfusion, en el B luego de 2 horas de isquemia y 1 hora de
reperfusion, y en el C luego de 3 horas de isquemia y 1 hora de reperfusion. El
comportamiento de los periodos de isquemia es muy similar al descrito arriba.
Se observa que el Atcsrels0% permanece estable en los grupos control durante
la isquemia y la reperfusion (cuadrados negros). En el panel D se muestra el
resumen de estos resultados, donde el Atcsrels0% €n cada punto de la curva fue
normalizado con el Atcsreis0% mMmedido a tiempo cero. Luego de 1 hora de
isquemia, el Atcsreis0% a 1os 10 minutos se observa un incremento medio del



80% sobre el valor normal y de 60% sobre los valores observados durante la
isquemia. Sin embargo, pese a la tendencia observada los resultados indican
que este aumento no es significativo, posiblemente debido a la varianza
aumenta que se observa. Estos incrementos de varianza lucen similares a los
observados en las demas mediciones cuando los parametros aparentan sufrir
un deterioro irreversible, sugiriendo que podria haber un mecanismo comun en
estos cambios. Después de 2 horas de isquemia se observa un aumento
similar de menor amplitud y que alcanza su pico a los 20 minutos, pero
nuevamente con una gran varianza y sin significancia estadistica con los
grupos control. Luego de 2 horas y 20 minutos de isquemia el Atcsreiso% Cae
abruptamente hasta un 60% del valor normal, mostrando una gran variabilidad
e indiferencia frente a la reperfusion que se estableci6 a las 3 horas de
isquemia.
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Figura 31. Tiempo medio de relajacidon (Atcsreso%) €n funcion del tiempo de isquemia -
reperfusién para el musculo soleo. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia 1 hora
de reperfusion (e). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusion
(®). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (e). D)



(Atcsrerso%) Normalizado por el (Atcsrelsow) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora de isquemia 1 hora
de reperfusion (m); grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (e); grupo a 3 horas de
isquemia 1 hora de reperfusion (A). Los valores corresponden a las medias + s.e.m. El
asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

En la figura 32 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis de la tasa maxima de relajacion (-(0Fcs rel/dtcs rel.)max) €N funcion del
tiempo de isquemia, seguidos de 1 hora de reperfusién para el musculo SOL.
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Figura 32. Tasa méaxima de relajacion (-(8FcsRel/Otcsrel)max) €N funcién del tiempo de
isquemia - reperfusion para el musculo soleo. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de
isquemia 1 hora de reperfusion (e). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia 1 hora
de reperfusion (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusién
(®). D) (-(8Fcs rel/Otcs rel.)max) Normalizado por el (-(8Fcs rel /Stcs rel.)max) @ tiempo cero. Grupo a
1 hora de isquemia 1 hora de reperfusion (m); grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de
reperfusion (e); grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (A). Los valores
corresponden a las medias + s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student,
p < 0.05).



En el panel A se muestra el cambio del -(3Fcs rel/0tcs rel.)Jmax lUuego de 1 hora de
isquemia y 1 hora de reperfusion, en el B luego de 2 horas de isquemia y 1
hora de reperfusion, y en el C luego de 3 horas de isquemia y 1 hora de
reperfusion. Todos los datos han sido multiplicados por (-1) para efectos
demostrativos. El comportamiento de los periodos de isquemia es muy similar
al descrito arriba. Se observa que el -(3Fcs rel/0tcs rel.Jmax PeErmManece estable
en los grupos control durante la isquemia y la reperfusion (cuadrados negros).
En el panel D se muestra el resumen de estos resultados, donde la -
(OFcs rel/Otcs rel.)max €n cada punto de la curva fue normalizada con la -
(6F cs rel/Otcs rel.)max Medida a tiempo cero. Luego de 1 hora de isquemia, la -
(0F cs,Rel/Otcs rel)max S€ recupera al 100% entre los 30 y los 40 minutos.
Después de 2 horas de isquemia, la -(6Fcs rel/dtcs rel.)max S€ recupera 10% en
los primeros 30 minutos, sin hacerlo mas durante la siguiente media hora de
reperfusion. Luego de 3 horas de isquemia la -(6FcsRel/0tcsRel)max NO s€
recupera durante 1 hora de reperfusion.

5.2.2. Musculo Extensor radial largo del carpo (ERLC):

En la figura 33 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis de la fuerza maxima de la contracciéon (AFcsmax) €n funcién del tiempo
de isquemia, seguidos de 1 hora de reperfusion para el musculo ERLC. En el
panel A se muestra el cambio de la AFcsmax luego de 1 hora de isquemia y 1
hora de reperfusién, en el B luego de 2 horas de isquemia y 1 hora de
reperfusion, y en el C luego de 3 horas de isquemia y 1 hora de reperfusion. El
comportamiento de los periodos de isquemia es muy similar al descrito arriba.
Se observa que la AFcsmax permanece estable en los grupos control durante la
isquemia y la reperfusién (cuadrados negros). En el panel D se muestra el
resumen de estos resultados, donde la AFcsmax €n cada punto de la curva fue
normalizada con la AFcsmax medida a tiempo cero. Luego de 1 hora de
isquemia, la AFcsmax S€ recupera 35% en los primeros 40 minutos, sin hacerlo
mas durante los siguientes 20 minutos de reperfusién. Después de 2 horas de
isquemia, la AFcsmax la recuperacion es menor al 10% durante 1 hora de
reperfusion. Luego de 3 horas de isquemia la AFcsmax NO se recupera durante 1
hora de reperfusion.

En la figura 34 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis de la integral fuerza(sacudida-simple)-tiempo (rendimiento) (IFCS(t)) en
funcién del tiempo de isquemia, seguidos de 1 hora de reperfusién para el
musculo ERLC. En el panel A se muestra el cambio de la [Fcs ¢ luego de 1
hora de isquemia y 1 hora de reperfusion, en el B luego de 2 horas de isquemia
y 1 hora de reperfusion, y en el C luego de 3 horas de isquemia y 1 hora de
reperfusion. EI comportamiento de los periodos de isquemia es muy similar al
descrito arriba. Se observa que la JFcs ) permanece estable en los grupos
control durante la isquemia y la reperfusion (cuadrados negros). En el panel D
se muestra el resumen de estos resultados, donde la [Fcs ¢y en cada punto de
la curva fue normalizada con la [Fcs ) medida a tiempo cero. Luego de 1 hora



de isquemia, la AFcsmax Se recupera 50% en los primeros 30 minutos, sin
hacerlo mas durante los siguientes 30 minutos de reperfusién. Después de 2
horas de isquemia, la [Fcs ( la recuperacion es menor al 10% durante 1 hora de

reperfusion. Luego de 3 horas de isquemia la [Fcs ) NO se recupera durante 1
hora de reperfusion.
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Figura 33. Fuerza maxima de la contraccion (AFcsmax) €n funcidn del tiempo de isquemia -
reperfusion para el musculo para el misculo ERLC. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora
de isquemia 1 hora de reperfusion (e). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia 1
hora de reperfusion (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de
reperfusion (e). D) (AFcsmax) normalizada por la (AFcsmax) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora de
isquemia 1 hora de reperfusion (m); grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (e);
grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (A). Los valores corresponden a las medias
+ s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

En la figura 35 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis del tiempo de latencia (Atcsiaten.) €n funcidn del tiempo de isquemia,
seguidos de 1 hora de reperfusion para el musculo ERLC. En el panel A se
muestra el cambio del Atcsiaten. luego de 1 hora de isquemia y 1 hora de
reperfusion, en el B luego de 2 horas de isquemia y 1 hora de reperfusién, y en
el C luego de 3 horas de isquemia y 1 hora de reperfusion. EI comportamiento



de los periodos de isquemia es muy similar al descrito arriba. Se observa que el
Atcsiaten. permanece estable en los grupos control durante la isquemia y la
reperfusion (cuadrados negros). En el panel D se muestra el resumen de estos
resultados, donde el Atcsjaten. €n cada punto de la curva fue normalizado con el
Atcsiaten. medido a tiempo cero. Luego de 1 hora de isquemia, el Atcsjaten. retorna
hacia sus valores normales en 20-30 minutos, pero mantiene una tendencia a
permanecer ligeramente elevado, la cual no es estadisticamente significativa.
Luego de 1 hora y 40 minutos el tiempo de latencia alcanza un incremento
maximo de 80%, luego de lo cual cae rapidamente, mostrando un aumento en
la varianza, Mientras el grupo de 2 horas de isquemia se mantuvo alrededor de
los valores normales durante la reperfusion, el de 3 horas de isquemia cayo
rapidamente a cero y no mostré ningun signo de recuperacion durante la
reperfusion.
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Figura 34. Integral fuerza (sacudida-simple)-tiempo (rendimiento) (Icha)) en funcién del tiempo
de isquemia - reperfusién para el misculo ERLC. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de
isquemia 1 hora de reperfusion (e). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia 1 hora
de reperfusion (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusién



(e). D) ( chs«) normalizada por la (IFCS a tiempo cero. Grupo a 1 hora de isquemia 1 hora
de reperfusion (m); grupo a 2 horas de |squemia 1 hora de reperfusion (e); grupo a 3 horas de
isquemia 1 hora de reperfusion (A). Los valores corresponden a las medias + s.e.m. El
asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

En la figura 36 se observan los resultados obtenidos con la medicion y el
analisis del tiempo de contraccidon (Atcscont.) €n funcion del tiempo de isquemia,
seguidos de 1 hora de reperfusion para el musculo ERLC. En el panel A se
muestra el cambio del Atcscont luego de 1 hora de isquemia y 1 hora de
reperfusion, en el B luego de 2 horas de isquemia y 1 hora de reperfusion, y en
el C luego de 3 horas de isquemia y 1 hora de reperfusion.

A. B.

(AtCSlaten.) —u— Control, n=6 —u—Control, n =6
(ms) —e— Isquemia, n =9 @ tC(:]I:)ten.) —e— Isquemia, n = 9
10

i % N /i 124
VAR S e
swi/i?gxgli:g < %/E\E /E A SNFS %\E

Control i Isquemia i Reperfusion 0 Control 3 Isquemia i Reperfusion
0 T T : 0 i 2 3 3
0 ! t(horas) 2 3 t (horas)
(AtCSlaten.) —=—Control, n=6 —u— isquemia 1 reperfusion n=9
(ms) —e—Isquemia, n =9 (atCSlaten.) —e— isquemia 2 reperfusion n=9
144 (AtCSlaten.)t; —4— isquemia 3 reperfusion n=9

2004
(0]
124 180

160
104 /1,
{ 140 ,
/
* . * *

e T
i M? MH it sttt

e

-3
1
’—'—*\

80

60

40

s | et oo b b

Control 1 Isquemia \ + Reperfusion Control | : i )

0 f \ = 1 Of‘v—v—v—v—v—v—v—v—v—v—v—'—v—v—v—v—v—ﬁw ‘ ‘ }
0 1 2 5 0 1 2 3 4 5
t (horas) t (horas)

w
-

Figura 35. Tiempo de latencia (Atcsiaeen.) €n funcién del tiempo de isquemia - reperfusion
para el musculo ERLC. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia 1 hora de
reperfusion (e). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (e).
C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (e). D) (Atcsiaten.)
normalizado por el (Atcsiaten.) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora de isquemia 1 hora de reperfusion
(m); grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusioén (e); grupo a 3 horas de isquemia 1 hora
de reperfusion (A). Los valores corresponden a las medias + s.e.m. El asterisco indica la
significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).



El comportamiento de los periodos de isquemia es muy similar al descrito
arriba. Se observa que el Atcscont. permanece estable en los grupos control
durante la isquemia y la reperfusion (cuadrados negros). En el panel D se
muestra el resumen de estos resultados, donde el Atcscont. €N cada punto de la
curva fue normalizado con el Atcscontt medido a tiempo cero. Luego de 10
minutos en reperfusion posterior a 1 hora de isquemia, el Atcscont. S€ recupera
completamente a sus valores normales. Luego de 1 hora y 10-20 minutos de
isquemia el Afcscont. Cae subitamente, mostrando un gran aumento en la
varianza de los datos, llegando a una caida del 60% en el grupo de dos horas
de isquemia y una caida hasta cero en el grupo de 3 horas de isquemia, sin
mostrar ninguna recuperaciéon durante la reperfusion.
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Figura 36. Tiempo de contraccidon (Atcsecont) €n funcion del tiempo de isquemia -
reperfusién para el misculo masculo ERLC. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de
isquemia 1 hora de reperfusion (e). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia 1 hora
de reperfusion (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusiéon
(®). D) (Atcscont.) Normalizado por el (Atcscont.) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora de isquemia 1 hora
de reperfusion (m); grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (e); grupo a 3 horas de
isquemia 1 hora de reperfusién (A). Los valores corresponden a las medias + s.e.m. El
asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).



En la figura 37 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis de la tasa maxima de contraccion (8Fcscont/Otcscont.)max €n funcidn del
tiempo de isquemia, seguidos de 1 hora de reperfusién para el musculo ERLC.
En el panel A se muestra el cambio de la (8Fcscont/dtcscont.)max lU€gO de 1 hora
de isquemia y 1 hora de reperfusion, en el B luego de 2 horas de isquemia y 1
hora de reperfusion, y en el C luego de 3 horas de isquemia y 1 hora de
reperfusion.
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Figura 37. Tasa maxima de contraccion (8Fcscont/0tcscont)max €N funcion del tiempo de
isquemia - reperfusion para el masculo ERLC. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de
isquemia 1 hora de reperfusion (e). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia 1 hora
de reperfusion (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusiéon
(.)- D) (SFCScont./StCScont.)max normalizada por la (5FCScont./6tCScont.)max a tiempo cero. Grupo af
hora de isquemia 1 hora de reperfusion (m); grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusion
(®); grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (A). Los valores corresponden a las
medias * s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

El comportamiento de los periodos de isquemia es muy similar al descrito
arriba. Se observa que la (8F cscont/dtcscont. Jmax P€rmanece estable en los grupos
control durante la isquemia y la reperfusion (cuadrados negros). En el panel D
se muestra el resumen de estos resultados, donde la (8Fcscont/0tcscont. )Jmax €N



cada punto de la curva fue normalizada con la (8Fcscont/Otcscont.)max Medida a
tiempo cero. Luego de 1 hora de isquemia, la (8Fcscont/dtcscont Jmax S€ recupera
un 30% en los primeros 40 minutos, luego de lo cual no hay mas recuperacion.
Después de 2 horas de isquemia, la (3F cscont/dtcscont)max S€ recupera hasta un

10%. Luego de 3 horas de isquemia la (8Fcscont/0tcscont)max NO S€ recupera
durante 1 hora de reperfusion.
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Figura 38. Tiempo medio de relajacidon (Atcsreson) €n funcién del tiempo de isquemia -
reperfusién para el musculo ERLC. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de isquemia 1
hora de reperfusion (e). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de
reperfusién (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusién (e).
D) (Atcsrels50%) hormalizado por el (Atcsrelso%) @ tiempo cero. Grupo a 1 hora de isquemia 1 hora
de reperfusion (m); grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (e); grupo a 3 horas de
isquemia 1 hora de reperfusién (A). Los valores corresponden a las medias + s.e.m. El
asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).



En la figura 38 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis del tiempo medio de relajacion (Atcsreis0%) €n funcidn del tiempo de
isquemia, seguidos de 1 hora de reperfusion para el musculo ERLC. En el
panel A se muestra el cambio del Atcsrelso% luego de 1 hora de isquemia y 1
hora de reperfusién, en el B luego de 2 horas de isquemia y 1 hora de
reperfusion, y en el C luego de 3 horas de isquemia y 1 hora de reperfusion. El
comportamiento de los periodos de isquemia es muy similar al descrito arriba,
sin embargo se ve que luego de la caida inicial, el Atcsreis0% S€ recupera
durante la isquemia. Se observa que el Atcsreis0% permanece estable en los
grupos control durante la isquemia y la reperfusion (cuadrados negros). En el
panel D se muestra el resumen de estos resultados, donde el Atcsreis0% €n
cada punto de la curva fue normalizado con el Atcsrels0% Mmedido a tiempo cero.
Luego de 1 hora de isquemia, el Atcsrels0% @ 10os 20 minutos en reperfusion se
observa un incremento siginificativo del 40-50% sobre el valor normal. A partir
de alli, los valores tienden a regresar a la normalidad, manteniéndose un 20%
por encima del valor normal al final de la hora de reperfusion. En los otros dos
grupos, luego de 1 hora y 40 minutos de isquemia, los valores son cernanos a
los normales y a partir de alli se observa un aumento de la varianza en los
datos. Luego de dos horas de isquemia no se ve un cambio en la reperfusion y
luego de 3 horas de isquemia los valores caen rapidamente a cero, sin mostrar
ninguna recuperacion durante la isquemia.

En la figura 39 se observan los resultados obtenidos con la medicién y el
analisis de la tasa maxima de relajacion (-(0Fcs rel/Otcs rel.)max) €N funcion del
tiempo de isquemia, seguidos de 1 hora de reperfusién para el musculo ERLC.
En el panel A se muestra el cambio del -(6F cs rel/0tcs rel.)max lU€go de 1 hora de
isquemia y 1 hora de reperfusion, en el B luego de 2 horas de isquemia y 1
hora de reperfusion, y en el C luego de 3 horas de isquemia y 1 hora de
reperfusion. Todos los datos han sido multiplicados por (-1) para efectos
demostrativos. EI comportamiento de los periodos de isquemia es muy similar
al descrito arriba. Se observa que el -(6Fcs rel/0tcs rel.)max PErManece estable
en los grupos control durante la isquemia y la reperfusion (cuadrados negros).
En el panel D se muestra el resumen de estos resultados, donde la -
(0Fcs,rel/Otcs rel.)max €N cada punto de la curva fue normalizada con la -
(0F s rel/Otcs Rel.Jmax Medida a tiempo cero. Luego de 1 hora de isquemia, la -
(OF cs rel/Otcs Rel.)max S€ recupera un 20% en los primeros 30 minutos de la
reperfusion, luego se estabiliza y al final de la hora de reperfusion se recupera
al 70% del valor normal. Después de 2 y 3 horas de isquemia, la -
(0F cs rel/Otcs Rel.)max NO Sse se recupera durante la reperfusion, manteniéndose
ligeramente superior el valor final en el grupo de 2 horas de isquemia.
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Figura 39. Tasa méxima de relajacion (-(8FcsRel/Otcsrel)max) €N funcion del tiempo de
isquemia - reperfusion para el masculo ERLC. A) Grupo control (m), y grupo a 1 hora de
isquemia 1 hora de reperfusion (e). B) Grupo control (m), y grupo a 2 horas de isquemia 1 hora
de reperfusion (e). C) Grupo control ((m), y grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusion
(®)- D) (-(8Fcs rel/Stcs Rel. Jmax) NOrmalizada por la (<(8Fcs rel/3tcs rel.)max) @ tiempo cero. Grupo a
1 hora de isquemia 1 hora de reperfusion (m); grupo a 2 horas de isquemia 1 hora de
reperfusion (e); grupo a 3 horas de isquemia 1 hora de reperfusion (A). Los valores
corresponden a las medias * s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student,
p < 0.05).

5.3. Caracterizacion de las diferencias significativas que presentan los cambios
en los parametros de la contraccidon en sacudida simple durante isquemia
y reperfusioén, entre el musculo SOL y el misculo ERLC.

5.3.1. Caracterizacion de las diferencias significativas de los cambios en los
parametros de la contraccion en sacudida simple durante isquemia entre
el musculo SOL v el musculo ERLC:

La figura 40 muestra el analisis comparativo de la fuerza maxima de la
contraccion en sacudida simple (AFcsmax) Y 1a Integral fuerzasacudida-simple)-tiempo
(rendimiento) (IFCS(t)), en funcién del tiempo de isquemia entre el musculo soleo



y el musculo ERLC. Se tomaron los datos para 1 y 2 horas de isquemia,
considerando que durante la tercera de isquemia por lo general hubo un
aumento en la varianza de los datos y el comportamiento de los parametros
funcionales en ambos grupos musculares luce erratico, lo cual, hace dificil un
analisis comparativo de esos datos. El valor de esos datos queda para
contrastar este comportamiento con el que se observe en presencia de una
posible terapia que mejore el desempefo observado. La figura 40 muestra que
en términos de la AFcsmax Y la [Fcsq €l comportamiento es muy similar cuando
ambos grupos musculares son sometidos a isquemia durante 1 y 2 horas. Se
observa una ligera tendencia a que ambos parametros caigan mas
rapidamente en el soleo durante la primera y en el ERLC durante la segunda
hora, sin embargo, estas pequefias diferencias no son estadisticamente
significativas.
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Figura 40. Comparacién de la Fuerza maxima (AFcsmax) Y la Integral fuerzasacudida-simple)
tiempo (rendimiento) (Ich(t)) normalizadas a tiempo cero en funcidon del tiempo de
isquemia entre muasculo soleo y ERLC. A) comparacion (AFcsmax) €ntre musculo soleo a 2
horas de isquemia (m), y musculo extensor radial largo del carpo a 2 hora de isquemia (o). B)
comparacion (Jchm) entre musculo soleo a 2 horas de isquemia (m), y musculo extensor radial
largo del carpo a 2 horas de isquemia (e). Los valores corresponden a las medias + s.e.m. El
asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

En la figura 41 compramos los valores encontrados para tiempo de latencia
(Atcsiaten.) €n las primeras dos horas de isquemia en ambos grupos musculares.
Se observa que el Atcsiaten. aumenta mas rapidamente en el soleo que en el
ERLC durante el tiempo registrado. Esto posiblemente se debe a que el
Atcsiaten. NO cambia durante los primeros 20 minutos de isquemia en el musculo
ERLC, mientras que en el soleo si aumenta. Las diferencias entre los dos
grupos musculares son significativas durante la primera hora de isquemia. En
la segunda hora se observa un aumento en la varianza de los datos del
musculo ERLC, lo cual dificulta la comparacion. A 1 hora y 30 minutos, los
valores medidos caen en el ERLC, mientras que en el soleo se mantienen
elevados.
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Figura 41. Comparacion de tiempo de latencia (Atcsiaen) NOrmalizada a tiempo cero en
funcion del tiempo de isquemia entre misculo soleo y ERLC. A) musculo soleo a 2 horas
de isquemia (m), y grupo extensor radial largo del carpo a 2 horas de isquemia (e).

En la figura 42 la comparacién entre ambos grupos musculares, se estable con
respecto al tiempo de contraccidn (Atcscont) Y la tasa maxima de contraccion
(8F cscont./dtcscont.)max €N funcion del tiempo transcurrido en isquemia. El analisis
comprativo establece que en la primera hora no hay diferencias significativas
en ninguno de los dos parametros, aunque la (3Fcscont/0tcscont.)max €N €l soleo
muestra una tendencia a caer mas rapidamente que en el ERLC. Durante la
segunda hora los dos parametros caen mas rapidamente en el ERLC, siendo
mas clara la diferencia en el Atcscont.
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Figura 42. Comparacion del Tiempo de contraccion (Atcscont) Y Tasa maxima de
contraccién (8Fcscont/Stcscont)max NOrmalizadas a tiempo cero en funcion del tiempo de
isquemia entre musculo soleo y ERLC. A) comparacion (Atcscont.) €ntre musculo soleo a 2
horas de isquemia (m), y grupo extensor radial largo del carpo a 2 hora de isquemia (o). B)
comparacion (8Fcscont/8tcscont)max €ntre musculo soleo a 2 horas de isugemia (m), y musculo
extensor radial largo del carpo a 2 horas de isquemia (e). Los valores corresponden a las
medias * s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).



En la figura 43 se muestra el analisis comparativo entre ambos grupos
musculares con respecto al tiempo medio de relajacion (Atcsrelso%) Y la tasa
maxima de relajacion (-(0FcsRrel/Otcsrel)max) €N funciéon del tiempo de
isquemia. En cuanto al Atcsrelso%, Claramente los dos grupos musculares
muestran un comportamiento divergente. Mientras en el soleo aumenta en el
ERLC, disminuye. Esta diferencia es significativa y se mantiene desde el inicio
hasta el final de las dos horas de isquemia, cuando aumenta la varianza de los
datos y la caida en el ERLC tiende a profundizarse. Asi mismo, en lo que
respecta a la -(6Fcs rel/Otcs rel.)max, S€ Observa que se mantiene normal en el
ERLC durante al menos 20 minutos en isquemia antes de empezar a caer,
mientras que en soleo la caida se da desde el primer registro que se hace en
isquemia. Igualmente, durante la primera hora de isquemia es claro que el
deterioro de este parametro es mas rapido en el soleo, pero en la segunda
hora se igualan y de hecho la caida en el ERLC se hace mas rapida que en el
soleo.
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Figura 43. Comparacion del tiempo medio de relajacién (Atcsreisow) Y tasa maxima de
relajacion (-(8Fcsrel/Stcsrel)max) NOrmalizadas a tiempo cero en funciéon del tiempo de
isquemia entre musculo soleo y ERLC. A) comparacion (Atcscont.) €ntre musculo soleo a 2
horas de isquemia (m), y grupo extensor radial largo del carpo a 2 hora de isquemia (e). B)
comparacion (8Fcscont/8tcscont)max €ntre musculo soleo a 2 horas de isquemia (m), y musculo
extensor radial largo del carpo a 2 horas de isquemia (e). Los valores corresponden a las
medias * s.e.m. El asterisco indica la significancia estadistica (t de Student, p < 0.05).

5.3.2. Caracterizacion de las diferencias significativas de los cambios en los
parametros de la contraccion en sacudida simple durante isquemia-
reperfusion entre el musculo SOL y el musculo ERLC:

En la figuras 44 y 45 se muestra la comparacion de la fuerza maxima de la
contraccion (AFcsmax) ¥ de la integral fuerza(sacudida-simple)-tiempo (rendimiento)
(chsa)) en funcion del tiempo de isquemia y en presencia de reperfusion entre
el musculo soleo y el ERLC. Ambos parametros caen en funcién del tiempo de
isquemia y parecen recuperarse durante la reperfusion en funcién del tiempo
de isquemia. Luego de 1 hora de isquemia los dos musculos se recuperan
parcialmente durante la reperfusion y no se observan diferencias entre ambos



grupos musculares. Luego de 2 y 3 horas de isquemia se observa que el soleo
se recupera parcialmente mientras que el ERLC practicamente no se recupera
durante 1 hora de reperfusion. La diferencia es significativa.

A. B.

( )‘o( 9 —e— Extensor, n=9 (FCSmax)t

120 1204

i\f 110 e
b 100 /lzg\i/i\i—i‘\\
0 R %0 Ji\\\
& 1 \g\ s 80 N
: I 70 ‘ \

© % © i \I i Reperfusion
w0 ‘ i\%\ /. 0 : k
20 i

20

e — el
2 : 5 b Y
| ' 10 ‘
Control ! Isquemia ! Reperfusion 0
T T
0 1

i
- LN
Control 1 Isquemia e,

T T T T
0 1 2 3 4

t(horas) 2 t (horas)

Figura 44. Comparacion de la fuerza
C. maxima de la contraccion (AFcsmax)
normalizada a tiempo cero en funcién del

Egm:;t(%, , tiempo de isquemia - reperfusién entre
0 musculo soleo y ERLC. A) musculo soleo a
110 H 1 horas de isquemia y 1 hora de reperfusién
o i % (m), y musculo extensor a 1 hora de isquemia
- e y 1 hora de reperfusion (e). B) musculo soleo
7 I a 2 horas de isquemia y una 1 hora de
60 \ reperfusion (m), y musculo extensor radial
% | &H{ - largo del carpo a 2 horas de isquemia y una
. BTN " Reperfusion hora de reperfusion (). C) mUsculo soleo a 3
» | Pohg.. horas de isquemia y una 1 hora de
12 — jlsquemia‘ Y\EE\Q:!\Hi*\!\%"!ti‘ﬁ’ﬂ reperfusién (m), y musculo extensor radial

T ! 1 T largo del carpo a 3 horas de isquemia y una

t (horas) hora de  reperfusion. Los  valores
corresponden a las medias = s.e.m. El
asterisco indica la significancia estadistica (t
de Student, p < 0.05).

0

En la figura 46 se observa la comparacion de tiempo de latencia (Atcsiaten.) €N
funcién del tiempo de isquemia y en presencia de reperfusion entre musculo
soleo y el musculo ERLC. En ambos musculos se observa que el Atcsiaten.
aumenta durante la isquemia. El musculo ERLC se mantiene en sus valores
normales por al menos 20 minutos luego de iniciada la isquemia, mientras que
el soleo cambia desde el primer registro. Una vez aumentan, el incremento es
paralelo en ambos musculos. Luego de 1 hora de isquemia ambos musculos se
recupran durante la reperfusion con un curso temporal similar. Luego de dos
horas de isquemia el soleo se recupera parcialmente, mientras que los datos
del ERLC muestran un incremento en la varianza y un comportamiento erratico.
El ERLC para soportar adecuadamente 1 hora 40-50 minutos en isquemia,



mientras que la resistencia del soleo parace ser de 2 horas y 30 minutos,
tiempo después del cual este parametro parace sufrir un deterioro en ambos
musculos.

A. B.

- ~=~ Soeo, 19 gecs)
L=t S0 0 B
o 120

110
A N - i/é E“E/ixg\
P U B\
2 2\ . 0 l\ “\
80 : e 80
- v 70 \T v
60 60 t\i S
. ; % 2y A
2 \\\;" 2 ﬁ\h’” L \T*
: ¥ - M
LN I\T\;\I 1 +1
2 o h‘\\‘i o
| i 10 ; - o i o)
" Control ! Isquernia 1 Reperfusion 0 e lsqeera . A o
0 : T T 0 ; 2 > :
0 t (horas) 2 3 t (horas)

Figura 45. Comparacion de la Integral
C. fuerzasacudida-simple)-tiempo (rendimiento)
(chsa)) normalizadas a tiempo cero en

(FCs() funcion del tiempo de isquemia -

&)

(res, ' reperfusion entre musculo soleo y ERLC.
120 A) musculo soleo a 1 horas de isquemia y 1

110 £ A
o rtEg

hora de reperfusiéon (m), y masculo extensor
o A a 1 hora de isquemia y 1 hora de reperfusién
® % (e). B) musculo soleo a 2 horas de isquemia
;2 it y una 1 hora de reperfusion (m), y musculo
% : Bg extensor radial largo del carpo a 2 horas de
“ N " Reperiaion isquemia y una hora de reperfusion (e). C)
i § o Thgie. musculo soleo a 3 horas de isquemia y una 1
10 ‘ L. E‘i\g;;,;;ﬂﬂ hora de reperfusion (m), y musculo extensor
ot t T THESER R radial largo del carpo a 3 horas de isquemia

t (horas) y una hora de reperfusion. Los valores
corresponden a las medias + s.e.m. El
asterisco indica la significancia estadistica (t

de Student, p < 0.05).

En la figura 47 se muestra la comparacion del tiempo de contraccion (Atcscont.)
en funcidon del tiempo de isquemia y en presencia de reperfusion entre el
musculo soleo y el ERLC. Luego de 1 hora de isquemia ambos musculos se
recupera a sus valores normales con un curso temporal similar. Luego de dos
horas de isquemia ninguno de los dos musculos se recupera y los datos
muestran un incremento en la varianza para ambos casos. Este parametro
parece deteriorarse en ambos musculos antes de completar las tres horas de
isquemia y no observan cambios aparentes durante la reperfusion.
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En la figura 48 se muestra la comparacion de la tasa maxima de contraccion
(0F cscont./Otcscont.)max €n funcion del tiempo de isquemia y en presencia de
reperfusion entre el musculo soleo y el ERLC. Ambos parametros caen en
funcién del tiempo de isquemia y parecen recuperarse durante la reperfusion
en funcién del tiempo de isquemia. Luego de 1 hora de isquemia ambos grupos
se recuperan parcialmente y no se observan diferencias entre ambos grupos
musculares. Luego de 2 y 3 horas de isquemia se observa que el soleo se
recupera parcialmente mientras que el ERLC practicamente no se recupera
durante 1 hora de reperfusion. La diferencia es significativa.
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En la figura 49 se muestra la comparacion del tiempo medio de relajacion
(Atcsrels0%) €n funcidn del tiempo de isquemia y en presencia de reperfusion
entre el musculo soleo y el ERLC. Nuevamente los dos grupos musculares
muestran un comportamiento divergente durante la isquemia. Mientras en el
soleo aumenta en el ERLC, disminuye. Esta diferencia es significativa y se
mantiene desde el inicio hasta el final de las dos horas de isquemia, cuando
aumenta la varianza de los datos y la caida en el ERLC tiende a profundizarse.
Luego de 1 hora de isquemia en ambos grupos musculares se ve un
incremento subito de este Atcsrelso%. EI cambio muestra un curso temporal
similar, pero sube y desciende mas rapido en el musculo soleo que en el
ERLC. Este cambio caracteristico no se observa luego de 2 y de 3 horas de
isquemia en ninguno de los grupos musculares. De hecho luego de estos
tiempos de isquemia no se observa recuperacion y mas bienun incremento en
la varianza de los datos.
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(_

(0F cs rel/Otcs rel.)max) €n funcidn del tiempo de isquemia y en presencia de
reperfusion entre el musculo soleo y el ERLC. ElI comportamiento durante la
isquemia es similar al descrito arriba. Luego de 1 hora de isquemia ambos
grupos se recuperan parcialmente y no se observan diferencias significativas
entre ambos grupos musculares. Luego de 2 y 3 horas de isquemia se observa
que el soleo se recupera parcialmente mientras que el ERLC practicamente no
se recupera durante 1 hora de reperfusion. La diferencia es significativa.
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Figura 50. Comparacion de la tasa maxima
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normalizada a tiempo cero en funcién del
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reperfusién (m), y musculo extensor radial
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6. DISCUSION.

6.1. Modelo in-vivo del traumatismo isquemia-reperfusion en el musculo
esquelético:

La implementacion de un modelo in-vivo en ratas del traumatismo del musculo
esquelético secundario a isquemia-reperfusion es de gran utilidad para evaluar
las terapias que puedan contribuir a prevenir y minimizar las lesiones, el dolor y
la limitacion funcional observadas durante este proceso (Gurke, et al., 2000).
Debido a ésto, hemos adelantado un estudio de investigacion basado en
experimentacion con animales con el objeto de caracterizar los cambios que se
presentan en la funcion contractili en sacudida simple durante isquemia y
reperfusion en el musculo soleo (SOL) (oxidativo) y el musculo extensor radial
largo del carpo (ERLC) (glicolitico) de ratas adultas. Igualmente, hemos
caracterizado las diferencias observadas en esos cambios entre ambos grupos
musculares. Los modelos in-vivo tienen la ventaja de que todos los
mecanismos fisioldgicos estan presentes, se pueden evaluar efectos centrales
y periféricos, y se puede hacer estimulacion para simular efectos fisiologicos.
Las desventajas de este modelo estriban en que los musculos normalmente
son mezclas de distintos tipos de fibras, son modelos mas complejos que
producen resultados interrelacionados, por lo cual es mas dificil definir
mecanismos de accién (Allen, Lamb & Westerblad, 2008).

La funcidn contractil del musculo esquelético en sacudida simple durante
isquemia y reperfusibn se ha estudiado previamente (Fish et al., 1989;
Carvalho, McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee & Green, 1997; Woitaske &
McCarter, 1998), pero no se ha caracterizado de forma completa. En particular,
parametros de la sacudida simple tales como el tiempo de latencia, la tasa
maxima de relajacion y la integral fuerzacontraccion)-tiempo (rendimiento) no
habian sido evaluados hasta nuestro estudio. De otra parte, parametros de la
sacudida simple tales como el tiempo de contraccion, el tiempo medio de
relajacion y la tasa maxima de contraccion habian sido evaluados cada hora
(Fish et al., 1989; Carvalho, McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee & Green,
1997; Woitaske & McCarter, 1998), perdiendo informacion valiosa acerca de su
comportamiento durante las primeras dos horas de isquemia-reperfusion,
tiempo en el cual sugieren nuestros resultados, es mas recomendable una
intervencion que pretenda contener o minimizar los dafios musculares
inducidos por la isquemia-reperfusion.

Nuestros resultados indican que la funcidén contractil del musculo SOL se ve
comprometida mas rapidamente que la del musculo ERLC durante la primera
hora de isquemia absoluta. Previamente, se habia encontrado que la caida en
la fuerza maxima es mayor en los primeros 45 minutos de isquemia en el
musculo SOL (oxidativo) con respecto al musculo extensor largo de los dedos
(EDL) (glicolitico) (Carvalho, McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee & Green,
1997; Woitaske & McCarter, 1998). Nuestros resultados muestran un efecto
similar, pero menos marcado durante los primeros 30 minutos de isquemia. En
nuestro caso, la fuerza maxima cae en ambos musculos en un 70% durante la



primera hora de isquemia. Una posible explicacion para esta diferencia puede
ser que en cada caso se utilizé un musculo diferente como modelo de musculo
glicolitico. Nosotros empleamos el ERLC, el cual es parte del miembro anterior
del animal, mientras que el EDL, utilizado en estudios previos, es parte del
miembro posterior del animal. En este sentido existe evidencia experimental
que indica que el tipo de fibra muscular no permitiria predecir la sensibilidad al
dafio inducido por isquemia-reperfusién (Sternbergh & Adelman, 1992). Esta
evidencia, si bien no invalida la implementacion de este modelo in-vivo, indica
que no es posible generalizar los resultados obtenidos a otros grupos
musculares en funcion del tipo de fibras que ellos contengan.

De otro lado, en nuestro modelo experimental la estimulacion para inducir la
sacudida simple de los musculos se hizo cada 10 minutos, mientras que en
modelos previos la estimulacidon se habia hecho como maximo cada 15
minutos. (Carvalho, McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee & Green, 1997,
Woitaske & McCarter, 1998). Nuestro protocolo podria afectar los resultados si
al incrementar la frecuencia de estimulacién se aumentara la tasa de caida de
las fuentes energéticas del musculo. Sin embargo, consideramos que el
impacto de esta mayor frecuencia de estimulacién seria minimo, tomando en
cuenta que en los estudios previos se encontré una caida del ATP menor al
30% durante la primera hora de isquemia en ambos grupos musculares, luego
de inducir en ellos una sacudida simple cada 15 minutos y adicionalmente una
contraccion tetanica durante 500 ms (Carvalho, McKee & Green, 1996). Es
probable que la caida en la concentracion de ATP se deba mas a la
contraccion tetanica que a las sacudidas simples que le antecedieron. Sin
embargo, en este sentido, seria interesante en el futuro observar el
comportamiento de los parametros de la contraccion en sacudida simple de
ambos grupos musculares durante isquemia-reperfusion, si la estimulacién se
hiciera cada 5 minutos o cada minuto. Estos protocolos permitirian evaluar el
efecto del aumento de la frecuencia de estimulacion en este rango y al mismo
tiempo obtener un curso temporal mas detallado de los cambios que inducen la
isquemia-reperfusidon en los parametros de la contraccion muscular en
sacudida simple.

En estudios previos y en nuestro estudio, también se observa que los musculos
que contienen fibras glicoliticas son menos resistentes a tiempos de isquemia
superiores a 1 hora (Carvalho, McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee &
Green, 1997). Luego de 1 hora de isquemia, si bien la caida en la fuerza
maxima en ambos grupos musculares es menor (20 a 30%), el efecto de la
isquemia sobre la fuerza maxima de contraccion parece ser mayor en el
musculo EDL que en el musculo SOL (Carvalho, McKee & Green, 1996;
Carvalho, McKee & Green, 1997; Woitaske & McCarter, 1998). De otro lado, los
estudios previos y nuestro estudio, indican que ambos grupos musculares se
recuperan durante la reperfusidén, siendo mayor la recuperacion entre menor
sea el tiempo de la isquemia. Se observa que la recuperacion durante la
primera hora de reperfusibn es mayor en el musculo SOL que en el EDL
(Carvalho, McKee & Green, 1996; Carvalho, McKee & Green, 1997; Woitaske &
McCarter, 1998). En los estudios previos y en el nuestro también se observa



que la fuerza maxima disminuye en la medida que aumenta el tiempo de
isquemia y luego de 2 horas en esta condicidn la recuperacion durante la
primera hora de reperfusién es apenas cercana al 10% (Carvalho, McKee &
Green, 1996; Carvalho, McKee & Green, 1997; Woitaske & McCarter, 1998).
Finalmente, en los estudios previos y en el nuestro se observa que luego de 3
horas de isquemia, la fuerza maxima de contraccidén en sacudida simple cae a
niveles cercanos a cero y que la misma no se recupera durante 1 hora de
reperfusion en ninguno de los dos grupos musculares (Carvalho, McKee &
Green, 1997).

En estudios previos también se han reportado caidas importantes de la tasa
maxima de contraccion en sacudida simple en funcion del tiempo de isquemia
(Fish et al., 1989), sin embargo, hasta ahora nada se ha publicado sobre el
comportamiento de este parametro durante la reperfusion. En este estudio
reportamos por primera vez como es el curso temporal de la recuperacion de la
tasa maxima de contraccién durante la reperfusion luego de 1, 2 y 3 horas de
isquemia. Asi mismo, los estudios previos ofrecian datos parciales y
contradictorios con respecto al comportamiento del tiempo de contraccién y del
tiempo medio de relajacion durante la isquemia (Carvalho, McKee & Green,
1996; Carvalho, McKee & Green, 1997; Woitaske & McCarter, 1998). En este
estudio por primera vez detallamos el comportamiento de estos dos parametros
durante 1, 2 y 3 horas de isquemia absoluta y su recuperacion durante una
hora de reperfusion. Finalmente, es este estudio por primera vez, estamos
reportando el comportamiento durante isquemia-reperfusion del tiempo de
latencia, la tasa maxima de relajacion y la integral fuerzaiontraccion)-tiempo
(rendimiento).

La caracterizacion de los cambios que sufren estos parametros de la
contraccion en sacudida simple en ambos grupos musculares, es un punto de
partida necesario para evaluar las intervenciones farmacologicas y terapéuticas
que se propongan para modificar su comportamiento, buscando prevenir los
efectos lesivos de la isquemia-reperfusion en el musculo esquelético. De otro
lado, si bien los modelos in-vivo no son 6ptimos para estudiar los mecanismos
responsables de los cambios observados, considerando los avances que se
han hecho en las dos ultimas décadas en el entendimiento del fenbmeno de la
contraccion muscular (Cheng & Lederer, 2008; Allen, Lamb & Westerblad,
2008; Endo, 2009), es posible considerar cuales podrian ser los mecanismos
mas probables que permitieran explicar los cambios observados en el modelo
in-vivo en ambos grupos musculares durante isquemia-reperfusion. Estas
explicaciones ayudarian a identificar posibles blancos terapéuticos y de esa
forma a guiar futuros experimentos para el ensayo de terapias que puedan
contener o minimizar los dafios musculares inducidos por la isquemia-
reperfusion. Una alternativa mas recomendable aun, es emprender la
construccion de modelos matematicos que permitan reproducir estos
resultados experimentales, ensayar otras condiciones experimentales vy
anticipar los posibles efectos de las terapias a ensayar. Parte de nuestro
esfuerzo experimental fututo se orientara en esta direccion.



6.2. Efectos metabdlicos durante isquemia sobre el acoplamiento excitacion-
contraccion:

En acuerdo a estudios previos se ha determinado que los cambios metabdlicos
mas relevantes que podemos esperar en nuestro modelo de isquemia estan
asociados a una caida en las reservas energéticas y a las adaptaciones de las
fibras musculares para mantener estas reservas (Carvalho, McKee & Green,
1996). Los resultados sugieren que una vez comienza la isquemia absoluta, la
consecuente anoxia muscular que se presenta, incrementa el metabolismo
anaerobico en los dos grupos musculares. Pese a no existir alta actividad
contractil, los musculos empezaran a consumir su ATP, para mantener en
funcionamiento las bombas idnicas y el tono muscular. La disminucién de las
reservas de ATP incrementa la actividad de la creatina fosfokinasa (CPK). Asi,
inicialmente el ATP se repone a partir de la PCr, cuyos depdsitos a su vez
comienzan a agotarse rapidamente en la medida que se va renovando el ATP.
Una vez se agotan las reservas de PCr, la célula utiliza el glucogeno
almacenado, convirtiéndolo en glucosa 1 fosfato y de alli en piruvato a través
de la glicolisis. Luego de consumir todo el glucdégeno almacenado en la fibra
muscular, la concentracion de ATP finalmente comenzara a caer. En nuestro
caso y a partir de reportes previos (Carvalho, McKee & Green, 1996),
concluimos que una caida importante en la concentracion de ATP ocurrira
durante la tercera hora de isquemia, lo cual redundara en una pérdida de la
funcién contractil y en una alteracion global de todos los parametros de la
sacudida simple. En la tercera hora de isquemia las concentraciones de ATP
que hay en ambos musculos (200 a 300 microM) son insuficientes para
sostener actividad alguna en las bombas i6nicas, por lo cual los gradientes de
Na*y K* tenderan a desaparecer y las fibras musculares se llenaran de Ca**, el
cual activara proteasas, fosfolipasas y calpainas que pueden inducir procesos
de muerte celular. A esta altura las células tenderan a llenarse de Na™ y CI, lo
cual las despolarizara, bloqueando la conduccidén nerviosa y las edematizara
por el efecto osmatico de estos dos iones.

Como se ha anotado, durante la primera hora de isquemia absoluta las
reservas de ATP caen hasta un 20 y 30%, en el EDL y el SOL, respectivamente
(Carvalho, McKee & Green, 1996). La concentracién de ATP remanente luego
de 1 hora de isquemia (> 3,5 mM) es suficiente para sostener la actividad de
las bombas idnicas y la actividad contractii del musculo (Allen, Lamb &
Westerblad, 2008). De esta forma, concluimos que los efectos observados
durante la primera hora de isquemia no pueden ser atribuidos a la disminucién
de las reservas de ATP. Igualmente, se ha reportado que durante las 3 horas
de isquemia hay una despolarizacién del potencial de reposo del sarcolema
hasta -60 mV (Jennische, Hagberg & Haljamae, 1982). Esta despolarizacion
tampoco afectaria negativamente a ninguno de los dos grupos musculares y
mas bien aumentaria su excitabilidad, al requerirse menos corriente de sodio
para inducir el potencial de accién en el sarcolema, sin embargo no podemos
descartar cierto nivel de inactivacion de los Na, y de los DHPR. Finalmente, los
niveles de ADP, no aumentan mas alla de los 20 microM, debido a que los
nucleodtidos totales empiezan a formar IMP y por esa via hipoxantina hasta



llegar a acido urico, marcando el inicio del agotamiento de las reservas de
nucleotidos totales del musculo. Asi, no se esperarian efectos negativos del
ADP en esas condiciones. El agotamiento de las reservas de nucleétidos, la
incapacidad de las células para reponerlas por dafio mitocondrial irreversible y
el aumento de la concentracion de Ca" intracelular dejarian la célula en un
punto de no retorno y sellarian su destino hacia una muerte segura.

La disminucion de los niveles de PCr, el mantenimiento de los niveles de ATP
con la glicolisis y el consumo del ATP para mantener activas las bombas
idnicas y la contraccidén muscular, marcan un incremento en la concentracion
de creatina (por encima de 10 mM) y de fosfato inorganico (Pi) (7 mM en el
EDL y 5.7 mM en el SOL) en el sarcoplasma (Carvalho, McKee & Green,
1996). Por otro lado, el aumento de la concentracion de piruvato y la hipoxia
determinan un incremento importante en la concentracién de lactato (5 veces
mayor en el ERLC y 7 veces mayor en SOL) (Carvalho, McKee & Green, 1996)
y una disminucién del pH intracelular (pH;), la cual es mas marcada en el SOL
que en el EDL durante esta primera hora de isquemia (-0,26 en el EDL y -0,34
en el SOL) (Carvalho, McKee & Green, 1996). En este contexto, algunos de los
efectos inducidos por 1 hora de isquemia en la funcion muscular observados en
estudios previos y en nuestro estudio, podrian ser explicados por el incremento
en la concentracion de Pi y la caida del pH intracelular. Se ha propuesto que el
Pi puede afectar la liberacion de Ca?* desde el RS de varias maneras: (1)
activacion de la salida de Ca®* desde el RS a través de las bombas tipo
SERCA actuado en forma reversa (Duke & Steele, 2000), (2) la precipitacion de
fosfato de Ca** dentro del RS (Fryer et al., 1995) y (3) la modulacién de la
activacion del RyR1 (Fruen et al., 1994). Se conoce que la activacion reversa
las bombas tipo SERCA requiere niveles citoplasmaticos de ADP cercanos a
los 100 a 200 microM y la concentracion de PCr debe estar por debajo de los
10 mM (Duke & Steele, 2001). En nuestro caso es posible que durante la
isquemia, la concentracion de la PCr esté por debajo de los 10 mM, pero la
concentracion de ADP nunca superara los 20 microM, lo cual permite descartar
el efecto de la actividad reversa de las bombas tipo SERCA durante las dos
primeras horas de isquemia.

En cuanto a la precipitacion del fosfato de Ca**, si bien su producto de
solubilidad in-vitro es de 6 mM? (Allen, Lamb & Westerblad, 2008), se ha
medido que en fibras aisladas del musculo EDL, manteniendo el Ca** libre en
100 nM, 5 mM de Pi externo constituyen un umbral a partir del cual se observa
que el Ca®" libre en el RS comienza a disminuir, indicando que esta
concentracion de Pi en este musculo es suficiente para inducir la precipitacidon
del fosfato de Ca®* en las cisternas del RS (Duke & Steele, 2001). Anticipar
estos efectos en nuestro sistema experimental no es posible. No se conoce el
curso temporal de la liberacion de Pi en la primera hora de isquemia y
carecemos de datos directos del musculo SOL y del ERLC. Sin embargo, se
podria inferir que los cambios reportados por Carvalho y otros en 1996, serian
menos drasticos en la primera media hora de isquemia, cuando observamos
los cambios mas significativos en nuestro modelo. Segun ésto y considerando
que las concentraciones de Pi alcanzaron los 7 mM en el EDL y los 5.7 mM en



el SOL (Carvalho, McKee & Green, 1996), luego de la primera hora de
isquemia, es improbable que los efectos observados en la primera media hora
de isquemia se deban a una precipitacion de fosfato de Ca®* en la luz del RS. A
partir de la segunda hora de isquemia y considerando los niveles alcanzados
por el Pi en ambos grupos musculares, es posible que si haya precipitacion del
fosfato de Ca?*. Esta precipitacién produciria una disminucion del Ca?* libre
intrareticular, la cual provocaria una disminucion del Ca** liberado desde el RS
y la activacion de la entrada de Ca?** mediante el mecanismo del SOCE.
Dependera de la actividad de las bombas tipo SERCA recuperar el Ca*
entrante. En nuestro modelo y debido a una caida en el pH; es posible pensar
que las bombas tipo SERCA estaran recapturando el Ca** mas lentamente
(Wolosker et al., 1997), sin embargo, es posible pensar que aun a las bajas
tasas de recuperacion que habria en las condiciones de acidosis que se
instalan durante la isquemia, dado el tiempo de 10 minutos entre cada
estimulo, las bombas tendrian tiempo suficiente para que su actividad, lenta
pero constante, resulte en una acumulacion neta de Ca?* en el reticulo.

Uno de los efectos del Pi que podria ocurrir en nuestro modelo experimental
durante la primera hora de isquemia es la modulacion de la activaciéon del RyR1
(Fruen et al., 1994). En 2001, Duke y Steele demostraron que en presencia de
concentraciones normales de Mg?* (0,5 a 1 mM), el Pi en una concentracién de
5 mM produce una disminucién del 30% en la cantidad de Ca?* que es liberado
desde el RS mediante el mecanismo de DICR. Si las concentraciones de Mg?*
aumentan a 1,5 mM, la liberacion de Ca®* disminuye en un 60%. Para los
aumentos de Pi observados previamente para las 2 primeras horas de
isquemia (6 a 7 mM) (Carvalho, McKee & Green, 1996), en nuestro modelo, en
presencia de 1 mM Mg®* la caida en la liberacion de Ca®" seria de un 30%
mediante el mecanismo de CICR inducido por cafeina, y caeria a un 70-80%
en presencia de 1,5 mM Mg?* (Duke & Steele, 2001). Durante isquemia por 3
horas se ha observado que el Pi puede aumentar hasta 8 a 10 mM (Carvalho,
McKee & Green, 1996). En esas condiciones la caida en la liberacion de Ca2+
seria de un 40% en 1 mM Mg?* y hasta de un 80% en presencia de 1,5 mM
Mg”. Considerando que en nuestro modelo es bastante posible que la
concentracion de ATP se mantenga normal durante la primera hora de
isquemia, es poco probable que la concentracion de Mg2+ aumente desde sus
valores normales en este rango de tiempo. Sin embargo, a partir de la segunda
hora de isquemia, cuando la concentracion de ATP comienza a disminuir, es
posible un incremento en la concentracién de Mg* que amplifique el efecto
inhibidor del Pi sobre la liberacion de Ca?".

Se ha descrito que la acidosis del sarcoplasma induce un aumento en la
actividad de la bomba de Na'/K* (Clausen, 2009). La disminucion del pH
intracelular parece ser responsable de los cambios observados en el potencial
eléctrico de reposo del sarcolema que pasa desde -90 mV a — 60 mV
(Jennische, Hagberg & Haljamae, 1982). Igualmente, se ha reportado que las
bombas tipo SERCA ensayadas en homogenados, incrementan su actividad
durante isquemia (Green et al., 1996). El EDL lo hace en un 40% durante la
primera hora de isquemia, mientras que el SOL no aumenta durante esta hora



(Green et al., 1996). En la segunda hora la actividad de la bomba en ambos
musculos aumenta entre un 40 y un 80% (Green et al., 1996). Se desconoce el
mecanismo que da origen de este aumento en la actividad de las SERCA, sin
embargo, el mismo grupo ha reportado posteriormente que las SERCA podrian
sufrir un cambio conformacional que explicaria una disminucién en la actividad
de las SERCA durante la isquemia muscular, cuando estas bomabas son
ensayadas en vesiculas (Tupling et al., 2001). Igualmente, se ha reportado que
el pH acido induce una disminucion de la afinidad de las SERCA por el Ca®*
(Wolosker et al., 1997) lo cual enlenteceria la tasa de recaptura de Ca?".
Aunque en principio los resultados lucen contradictorios, nuestros resultados
con el tiempo medio de relajacién y tasa maxima de relajacion soportan el
hecho de que la actividad de las bombas tipo SERCA estaria disminuida
durante la isquemia, posiblemente por efecto de la acidez intracelular.

6.3. Efectos metabdlicos durante isquemia sobre la contraccion muscular:

En los modelos actuales del mecanismo contractil la cabeza de miosina se
uniria en dos tiempos al filamento de actina, primero habria una unién débil y
luego una union fuerte (Allen, Lamb & Westerblad, 2008). En este modelo la
liberacion del Pi por parte de la miosina promoveria un incremento en la fuerza
de unién entre las dos proteinas (Allen, Lamb & Westerblad, 2008). Esto
implica que la transicidon a un estado de elevada tensién entre la miosina y la
actina podria ser inhibida si el Pi sarcoplasmatico se incrementa. Este
mecanismo seria responsable de una caida del 10% de la fuerza maxima a
temperaturas fisiolégicas (Allen, Lamb & Westerblad, 2008). Un segundo
mecanismo inducido por el aumento de la concentracion de Pi en el
sarcoplasma, que también podria afectar la produccion de fuerza, es la
disminucion de la sensibilidad de las miofibrillas por el Ca®* inducida por el Pi
(Millar & Homsher, 1990). Se ha observado que este efecto es mas marcado
cuando disminuye la concentracion de Ca®" intracelular y es mas acentuado a
30 que a 15 °C (Debold, Romatowski & Fitts, 2006). El elevado Pi en el
sarcoplasma podria igualmente tamponar el Ca®" intracelular y disminuir la
cantidad del mismo que se podria unir a la troponina C (Millar & Homsher,
1990).

Previamente se ha reportado que la fuerza tetanica disminuye en un 60% en el
musculo gastrocnemio de ratas cuando el pH intracelular disminuye a 6,9
(Baker et al., 1994). Se ha observado sin embargo que este efecto se minimiza
cuando el musculo opera a temperaturas por encima de 30 °C, situacién en la
cual la disminucién de la fuerza seria apenas de un 10% (Adams, Fisher &
Meyer, 1991). Se ha propuesto igualmente que las disminuciones del pH;
pueden disminuir la sensibilidad de la maquinaria contractil por el Ca®'.
Especificamente se ha propuesto que los H* pueden competir con el Ca®* por
el sitio de unién a la troponina C (Donaldson, Hermansen & Bolles, 1978). Sin
embargo, este efecto estaria compensado por el hecho de que la disminucién
del pH intracelular a 6,3, disminuye unas 5 veces (0,14 a 0,72 microM) la
afinidad de las bombas tipo SERCA por el Ca?* (Wolosker et al., 1997). En este



contexto, la cantidad de Ca®" libre para unirse a la troponina C seria mayor en
condiciones de acidosis que en condiciones normales, por lo cual este efecto
del bajo pH seria minimo. De hecho, se ha propuesto que en condiciones
acidicas la fuerza muscular podria aumentar debido a la menor afinidad de las
SERCA por el Ca?* (Allen, Lamb & Westerblad, 2008). De esta forma, la
evidencia sugiere que los efectos del bajo pH intracelular sobre la maquinaria
contractil serian minimos para explicar la caida observada en la fuerza maxima
en nuestro modelo de isquemia.

Se ha determinado que es necesario que el ATP intracelular disminuya por
debajo de 20 microM para que se observe una caida en la fuerza maxima y la
afinidad de las bombas SERCA por el Ca?* (Allen, Lamb & Westerblad, 2008).
Igualmente la elevacion de los niveles de IMP por encima de 3 mM también
afectaran la recaptura de Ca?' por parte de las bombas (Allen, Lamb &
Westerblad, 2008). La disminucién del ATP a niveles por debajo de 0,5 mM
también produciran una disminucion de la liberacion de Ca®* desde el RS
(Allen, Lamb & Westerblad, 2008). En condiciones de bajo ATP es muy
probable un incremento en la concentracion de Mg?* libre, lo cual exacerbara
los efectos de las caidas del ATP. Asi mismo se ha reportado que la
disminucion del glucégeno intramuscular, afecta la maquinaria de liberacion de
Ca?", pero se desconocen los mecanismos que estarian involucrados en esta
interaccion (Allen, Lamb & Westerblad, 2008).

6.4. 1 hora de isquemia:

En nuestro modelo, durante la primera hora de isquemia, ambos musculos
presentan los mayores cambios observados durante toda la etapa de isquemia.
Uno de los parametros que mas se ve afectado es el tiempo de latencia, el cual
aumenta en ambos musculos, solo que el cambio se da 20 minutos mas
rapidamente en el musculo SOL que en el musculo ERLC. El tiempo de
latencia se puede dividir en 5 fases; (1) iniciacion y propagacion de los
potenciales de accion a través del sarcolema y los tubulos T (mediado
principalmente por los Nay), (2) transmision de la sefal desde los tubulos T
hasta el reticulo sarcoplasmatico (acoplamiento entre los DHPR y los RyR1),
(3) liberacién de Ca?* desde el reticulo sarcoplasmatico (mecanismo de DICR),
(4) aumento de las concentraciones de Ca®* en el sarcoplasma, (5) Unién del
Ca** a la troponina C y exposicion de los sitios de alta afinidad de la actina por
la miosina (frecuencia de union del Ca* a la troponina C) (Stephenson, Lamb &
Stephenson, 1998). Una caracteristica del aumento en el tiempo de latencia, es
que una vez se inicia, el aumento se da linealmente hasta mas o menos 1 hora
y 30 minutos en condiciones de isquemia. En este momento hay otro(s)
cambio(s) que marcan un comportamiento diferente del parametro. Este
aumento lineal contrasta con los cambios en la fuerza maxima, la integral
fuerza-tiempo, la tasa maxima de contraccion y la tasa de relajacion, cuyos
cambios tienen todos, una tendencia a ser bifasicos, mas rapidos en los
primeros 30 minutos y mas lentos en los segundos 30 minutos. De otro lado, el
tiempo de contraccion y el tiempo medio de relajacion cambian linealmente en



los primeros 20 minutos, para estabilizarse en nuevo estado estacionario, hasta
mas o menos 1 hora y 30 minutos en condiciones de isquemia.

En este contexto, el tiempo de latencia dependera de un mecanismo que
pueda ser resistente al cambio en el ERLC en los primeros 20 minutos de
isquemia y que cambie linealmente una vez se establece el cambio.
Considerando que el agotamiento de la reserva de PCr es primero que la de
glucogeno, es posible pensar que los efectos del Pi antecederian a los del
cambio en el pH;. Asi mismo, el musculo ERLC tiene mayor capacidad que el
musculo SOL para reponer sus reservas de ATP en condiciones anaerdbicas,
debido a su mayor concentracién de PCr (Carvalho, McKee & Green, 1996;
Karatzaferi, Haan & Ferguson 2001), mayor concentracion de glucogeno y de
enzimas glucoliticas (Carvalho, McKee & Green, 1996; Berney & Levy, 2004;
Leiber, 2004), lo cual permite pensar que el aumento en la concentracion de Pi
empezaria primero y seria mas rapida en el SOL que en el ERLC. Esto es
evidenciado en que mientras en el SOL la caida en el ATP durante la primera
hora es de un 31%, el ERLC es de 22%, y por otro lado el aumento del Pi en la
primera hora es de un 89% en el SOL, mientras que en el ERLC lo hizo en un
75%. Segun esto el incremento inicial del Pi tamponaria el Ca®* y disminuiria la
velocidad con que el mismo se uniria a la troponina C (Millar & Homsher,
1990). Este efecto seria mas marcado y mas rapido en el SOL considerando
que cuenta con una maquinaria contractil mas lenta que la del ERLC, en el cual
se requeririan niveles mas altos de Pi para observar el mismo efecto de
enlentecimiento en el inicio de la contraccion. El aumento gradual en el Pi en
ambos musculos haria que la competencia entre el Pi y la troponina C por el
Ca** sea cada vez mayor, prolongando linealmente el tiempo de latencia (ver
figura 51).

Este mismo incremento en los niveles de Pi seria el principal responsable de la
disminucién en produccion de fuerza debido a la disminucidn de la sensibilidad
de las miofibrillas por el Ca?* inducida por el Pi (Millar & Homsher, 1990;
Stephenson, Lamb & Stephenson, 1998; Allen, Lamb & Westerblad, 2008).
Este efecto no retrasaria la contracciéon, pero si induciria que se desarrollara
menor tension y el efecto estaria presente a los 10 minutos en ambos
musculos, evidenciado en la caida de la tasa maxima de contracciéon y como
consecuencia de ello en la fuerza maxima de la sacudida y en la integral
fuerza-tiempo de la sacudida. Como se mencioné este efecto es mas marcado
a los 32 °C que mantuvimos en nuestro sistema experimental y cuando
disminuye la concentracién de Ca®" intracelular (Debold, Romatowski & Fitts,
2006). Un ultimo efecto del aumento en la concentracion de Pi seria
disminucion de la cantidad de Ca®" que es liberado desde el RS mediante el
mecanismo de DICR. Este efecto se evidenciaria en ambos musculos en la
caida gradual que se observa en el tiempo de contraccion durante los primeros
10 a 20 minutos en isquemia. Atendiendo lo que ocurre en esas curvas, la
disminucion de la liberacién de Ca®" se estabilizaria durante 1 hora y media,
tiempo después del cual volveria caer esta vez posiblemente por efecto del
fosfato de Ca®* que se empieza a precipitar en el RS (ver figura 51).



Finalmente, aunque el Pi en ausencia de altas concentraciones de ADP, no
haria funcionar la bomba tipo SERCA en sentido reverso, si puede disminuir su
actividad (Allen, Lamb & Westerblad, 2008). Este efecto seria exacerbado por
la caida en los niveles de PCr (Allen, Lamb & Westerblad, 2008), la cual
ocurrird mas rapidamente en el SOL que en ERLC. Si el transitorio de Ca**
disminuye en ambos musculos, la fuerza maxima y el tiempo de contraccion
disminuiran tal como ocurre en ambos musculos. Si la relajacion depende
exclusivamente de una bomba tipo SERCA trabajando a menor velocidad por
efecto del Pi, el tiempo medio de relajacibn aumentara y la tasa maxima de
relajacion disminuira tal como ocurre en el musculo SOL durante los primeros
20 minutos. Cuando en la relajacién se involucra un buffer de Ca®* como la
parvalbumina, para un transitorio de Ca** de menor tamafio, se espera que la
relajacion sea mas rapida, es decir que el tiempo medio de relajacion
disminuya, mientras que la tasa maxima de relajacion se podria mantener
estable, tal como ocurre en el musculo ERLC durante los primeros 20 minutos.
Esto considerando que el efecto del Pi para enlentecer las bombas de Ca?*
disminuya grandemente su tasa de bombeo, lo cual se podria esperar para
unas bombas tipo SERCA que trabajan tres veces mas rapido que las del
musculo SOL. Consideramos que a los 20 minutos en isquemia se empezaria a
adicionar el efecto inhibitorio del pH sobre la actividad de las bombas tipo
SERCA y que por su mayor velocidad este efecto seria mas pronunciado sobre
las bombas del ERLC. En este caso, el tiempo medio de relajacion tenderia a
aumentar y la tasa maxima de relajacién tenderia a caer, tal como se observa
en el ERLC a partir de los 20 minutos en isquemia. Esto debido a que la mayor
lentitud de las bombas generaria una recirculacién del Ca** entre la bomba, la
parvalbumina y la troponina C (ver figura 51).
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Figura 51. Resumen del efecto del Pi en los parametros funcionales durante la primera hora de
isquemia muscular. Se muestran los puntos donde el Pi podria alterar la funcion muscular. (1)
Efecto tampon del ca” mtracelular que podria aumentar el tiempo de latencia al disminuir la
velocidad con que eI Ca’* seuneala troponina. (2) Disminucion de la afinidad de la maquinaria
contractil por el Ca®", lo cual también contribuiria a aumentar el tiempo de latencia, a disminuir
la tasa de desarrollo de fuerza y por Io mismo la fuerza maxima vy la integral fuerza-tiempo. (3)
Disminucion de la liberacion de Ca®* por efecto del Pi sobre el RyR1, lo cual contribuiria a
disminuir el tiempo de contraccion durante los primeros 20 minutos de isquemia en ambos
grupos musculares. (4) Disminucion de la tasa de recaptura de ca® por inhibicion de las



bombas tipo SERCA. Este efecto seria aumentado por la caida en los niveles de PCr. Este
efecto aumentaria el tiempo medio de relajacion y disminuiria la tasa maxima de relajacion en
el musculo SOL. Estos efectos serian compensados por la parvalbumina en el musculo ERLC.
(5) Al aumentar su concentracién Pi se liberaria mas lento del complejo actina-miosina,
impidiendo que el mismo asuma una conformacion de mayor tensién. Este efecto contribuiria a
disminuir la fuerza maxima y la integral fuerza-tiempo.

Los efectos del pH sobre la maquinaria contractil y la afinidad de la troponina C
por el Ca2+ serian mas tardios y contribuirian menos, pero agravarian toda la
serie de cambios iniciados por el Pi. El efecto mas importante del pH seria sin
duda el enlentecimiento de la recaptura de Ca®* hacia el RS por parte de las
bombas tipo SERCA en ambos musculos. Consideramos que este efecto se
evidenciaria primero en el SOL y luego en el ERLC, debido a que en este
segundo musculo, el pH intracelular caeria mas lentamente, lo cual se muestra
en sus mayores niveles de PCr y ATP, menores niveles de lactato y menor
caida del pH;, luego de 1 hora de isquemia. Se conoce ademas, que las fibras
glicoliticas presentan una mayor capacidad tampon de H* que aquella de las
fibras oxidativas. Esta mayor capacidad esta representada por mayores niveles
de fosfatos, de residuos de histamina, de carnosina, de anserina y de balenina
(Abe 2000) (ver figura 52). Otro factor que pudiera ser importante es que a
partir de los 20 minutos la caida en el pH intracelular disminuira aun mas la
afinidad de la troponina C por el Ca**. Si bien el efecto esperado sobre la
fuerza maxima no es tan importante, este nuevo efecto puede contribuir a
enlentecer aun mas el tiempo de latencia en el musculo ERLC (ver figura 52).
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Figura 52. Resumen del efecto de la disminucién del pH en los parametros funcionales durante
la primera hora de isquemia muscular. Se muestran los puntos donde el pH podria alterar la
funcion muscular. (1) Efecto directo de los H* sobre la maquinaria contractil, lo cual a la
temperatura experimental de este modelo puede contribuir a disminuir la fuerza maxima y la
integral fuerza-tiempo en un 10%. (2) Disminucién de la afinidad de la maquinaria contractil por
el Ca®, lo cual también contribuiria a aumentar el tiempo de latencia, a disminuir la tasa de
desarrollo de fuerza y por lo mismo la fuerza maxima y la integral fuerza-tiempo. (3)
Disminucion de la tasa de recaptura de ca® por inhibicion de las bombas tipo SERCA. Este
efecto tenderia a aumentar el tiempo medio de relajacién y disminuiria la tasa maxima de
relajacion en el musculo ERLC. Estos efectos no serian por la parvalbumina.



6.5. 2 horas de isquemia:

Durante la segunda hora de isquemia el ATP intracelular aumenta su tasa de
decrecimiento, llegando a concentraciones de 2,3 mM y 1,2 mM al final de las 2
horas de isquemia en el ERLC y el SOL, respectivamente (Carvalho, McKee &
Green, 1996). Si bien estos niveles comienzan a ser bajos y pueden contribuir
a disminuir la liberacion de Ca** desde los RyR1 (Allen, Lamb & Westerblad,
2008) y a disminuir la tasa maxima de bombeo de las bombas idnicas, son
niveles aun suficientes para sostener los gradientes idnicos y la actividad
contractil del musculo (Allen, Lamb & Westerblad, 2008). También se esperaria
un incremento en los niveles de Mg**, suficientes para disminuir la liberacion de
Ca?* desde el RS. En ausencia de una gran actividad eléctrica, la bomba de
Na’/K* mantendria una actividad basal, estimulada por la acidez del medio
intracelular, suficiente para evitar una disipacién de los gradientes de estos dos
iones. La bomba de Ca®* seguramente seguira trabajando aunque con menor
velocidad en ambos grupos musculares.

En estas condiciones otros factores de alerta comienzan a emerger en el
musculo. Los nucledtidos totales ahora caen por debajo de un 50% vy los
niveles de IMP, inosina e hipoxantina continuan aumentando de forma
considerable en esta segunda hora de isquemia, indicando que las fibras
comienzan a perder de forma irreversible sus fuentes de energia (Carvalho,
McKee & Green, 1996). La PCr, la creatina y el Pi se mantienen en los niveles
alcanzados al final de la primera hora (Carvalho, McKee & Green, 1996). El
glucégeno cambia levemente, pero el lactato aun muestra incrementos aunque
no tan importantes como en la primera hora (Carvalho, McKee & Green, 1996).
Esto sugiere que la glicolisis es la que trata de mantener normales los niveles
de ATP en ambos grupos musculares. El cambio en el pH es menor que en la
primera hora, pero ahora igual en ambos grupos musculares (-0,22) (Carvalho,
McKee & Green, 1996).

En este contexto durante la segunda hora se esperaria una exacerbacion de
todos los eventos que se presentaron durante la primera hora. Disminucién de
la fuerza maxima, disminucién de la integral fuerza-tiempo, disminucién de la
tasa maxima de contraccion, disminuciéon de la tasa maxima de relajacion,
aumento del tiempo de latencia, aumento del tiempo medio de relajacion y
disminucién del tiempo de contraccion. Efectos todos mediados por el Pi y la
disminucién del pH; tal como se explica en las figuras 51 y 52. Es posible que
los incrementos en el IMP y la inosina contribuyan a enlentecer aun mas la
actividad de la bomba. Mas alla de la profundizacién de estos efectos negativos
sobre la funcidon muscular, un aspecto que llama la atencién es que durante la
segunda hora de isquemia muscular se observa un mayor deterioro funcional
en el musculo ERLC que en musculo SOL. Asi, hay mayor disminucion de la
fuerza maxima de sacudida simple, de la integral fuerza- tiempo, de la tasa
maxima de contraccion y de la tasa maxima de relajacion.

Consideramos que este efecto se debe a la precipitacion de fosfato de Ca** en
el interior del RS. Se ha descrito que este fendmeno, una vez ocurre va a



afectar en mayor medida a los musculos glicoliticos que a los oxidativos,
debido a la mayor capacidad de almacenamiento de Ca?* que poseen en el RS
(Posterino & Dunn, 2008). La disminucion de la concentracion de ATP favorece
que el Pi entre al RS a través de canales de CI. En esta segunda hora el ATP
se esta degradando a mayor velocidad, aumentando los niveles de Pi libre, sin
embargo, los niveles de Pi cambian poco (Carvalho, McKee & Green, 1996),
indicando que su destino seria entrar al RS donde empezara a precipitarse con
el Ca** en ambos grupos musculares, considerando que al final de la primera
hora ya se ha superado el umbral para su precipitacion (5 mM) que ha sido
descrito previamente (Duke & Steele, 2001).

3Na*
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Figura 53. Resumen de los efectos acumulados de Pi y pH en los parametros funcionales
durante la segunda hora de isquemia muscular. Se muestran los puntos donde el Piy el pH
podria alterar la funcién muscular. (1) Efecto tampon del Ca* intracelular. (2) DlsmanC|on de la
afinidad de la magquinaria contractil por el Ca®* . (3) Disminucién de la liberacion de Ca®" por
efecto del Pi sobre el RyR1. (4) PreC|p|taC|on deI fosfato de Ca®* en el interior del RS. Esta
precipitacion disminuye la liberacion de ca® y disminuye el Ca” libre dentro del retlculo
activando el mecanismo del SOCE. (5) Disminucion de la tasa de recaptura de Ca®* por
inhibicion de las bombas tipo SERCA. (6) Efecto del Pi sobre la fuerza producida por el
complejo actina-miosina. (7) Activacion de la entrada de Ca®" ala fibra a través del mecanismo
del SOCE. Las bombas t|po SERCA lo transportan al reticulo, contribuyendo a saturar el
reticulo de fosfato de Ca?* precipitado.

La precipitacion del fosfato de Ca®*, disminuye el Ca** libre dentro del reticulo,
activando la entrada de Ca®* al saroplasma a través del mecanismo de “store-
operated Ca®* entry” (SOCEg (Cheng & Lederer, 2008). A pesar de su mayor
capacidad, el fosfato de Ca®" se acumularia mas rapidamente en el RS del
ERLC debido a que se librearia menos Ca?* en cada sacudida, por efecto del
bloqueo del menor Ca®* libre dentro del RS, el Mg®* aumentado, el bajo ATP, el
Pi aumentado y el Ca®* entrando por el mecanismo del SOCE. Por otro lado,
estos musculos inicialmente mantienen mayor recaptura de Ca?*. Como
resultado de estos cambios la fuerza cae mas rapidamente hacia cero en el
ERLC que en el SOL. Asi mismo, al saturarse de Ca®" el reticulo las bombas



tipo SERCA empezaran a actuar en forma reversa, liberando al citoplasma todo
el Ca®" acumulado durante la fase de precipitacién del fosfato de Ca**
Consideramos que a partir de aqui comienza un punto de no retorno para
ambos musculos, en el cual el Ca** libre aumentado en el citoplasma, activara
una serie de procesos que llevaran finalmente a la muerte de la fibra muscular
(ver figura 53).

6.6. 3 horas de isquemia:

Durante la tercera hora de isquemia hora de isquemia el ATP disminuye hasta
llegar a valores de 300 microM en ambos grupos musculares (Carvalho, McKee
& Green, 1996). Estos niveles de ATP son criticos y seguramente significaran
la detencion de la actividad de las bombas ionicas y de la maquinaria contractil
(Allen, Lamb & Westerblad, 2008). En este contexto se esperaria un
incremento mayor en los niveles de Mg2+, suficiente para bloquear
completamente la liberaciéon de Ca?* desde el RS de ambos grupos
musculares. Se espera |%ualmente la disipacion de los gradientes |on|cos Y una
gran acumulacién de Ca“” en el sarcoplasma La principal fuente de Ca** seria
la bomba tipo SERCA transportando el Ca?* en forma reversa debido a la
saturacion de los depdésitos intracelulares. La mayor parte de los efectos en
esta tercera hora de isquemia, cuando se observa un deterioro en todos los
parametros de la sacudida simple con muy poca recuperacion en los dos
grupos musculares durante la reperfusién, se deben fundamentalmente a un
aumento sostenido de la concentracién de Ca?* intracelular. (Fredsted et al.,

2005).
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Figura 54. Resumen de los efectos metabdlicos acumulados en la concentracion de ca®
intracelular durante Ia tercera hora de |squem|a muscular. La disminucién de ATP vy el llenado
total del RS con Ca** y fosfato de ca”, producen el funcionamiento reverso de la bomba de



ca* tipo SERCA. La caida en el ATP produce la disfuncion de las bombas iénicas generado
una acumulacion de Ca®*, Na* y CI" intracelular, generando edema y activando mecanismos de
muerte celular dependientes de Ca®". Pese a la elevaciéon de la concentracion de Ca* la
maquinaria contractil esta disfuncional por los efectos del bajo pH y el Pi aumentado.

El aumento sostenido de la concentracién de Ca® intracelular provoca
inicialmente un aumento en la concentracién de Ca®" intramitocondrial (Gissel
2005), lo que conlleva a un aumento de la producciones de especies de
oxigeno reactivas (ROS), las cuales producen peroxidacion de los lipidos de la
membrana celular, lo cual aumentara la permeabilidad de la misma a los iones
Na*, Ca**, CI' y K*, contribuyendo a disipar los gradientes de estos iones
(Gissel 2005). Se incrementara igualmente la actividad de la fosfolipasa Az
(Gissel 2005), la cual puede incrementar aun mas la permeabilidad del
sarcolema. La acumulacién de Ca®" en la matriz mitocondrial en presencia de
altas concentraciones de Pi, pueden producir la precipitacion de fosfato de Ca?*
en esta matriz, lo cual puede llevar a la muerte de las mitocondrias. Este
evento marca un punto de no retorno, ya que las fibras tendran imposibilidad
total de reponer sus reservas de ATP (Gissel 2005). El incremento de la
concentracion de Ca®' provoca igualmente la activacién de las calpainas
(Gissel 2005), las cuales inducen la protedlisis de las proteinas del sarcolema
incluyendo las proteinas contractiles (Gissel 2005). Todos estos
acontecimientos en ultima instancia producen lesiones celulares las cuales se
van a acrecentar si el proceso de isquemia perdura en el tiempo.

6.7. Reperfusion:

El proceso de reperfusion se ha investigado previamente (Racz, Sarkadi &
Hamar, 1996; Carvalho, McKee & Green, 1997; Woitaske & McCarter, 1998;
Walters, Kragh & Baer, 2008). Estas investigaciones se centran en el estudio
de la fuerza maxima en sacudida simple y de la tensién tetanica de los
musculos. Nuestro estudio, en similitud a estos estudios previos, indica que los
musculos SOL (oxidativo) y ERLC (glicolitico) durante una hora de isquemia
seguida de una hora de reperfusion no presentan diferencias significativas en
los 7 parametros funcionales evaluados. En estas condiciones la mayoria de
los parametros estudiados se recuperan en un elevado porcentaje indicando
que los efectos mediados por el Pi y el bajo pH intracelular son altamente
reversibles en este punto. El pH recuperaria sus valores normales una vez se
restituya el flujo sanguineo y el Pi disminuira en la medida en que las fibras
restituyen sus reserva de energia en forma de ATP y PCr. Se observa que la
recuperacion es mas rapida en el musculo SOL, evidenciado el papel del
oxigeno y la mitocondria en la recuperacién de este grupo muscular. Se ha
demostrado que los musculos oxidativos recuperan un 100% los niveles de
ATP, ADP, AMP, IMP durante la fase reperfusion, mientras que los musculos
glicoliticos solo se recuperan en un 50% (ldstrom et al., 1990).

La reperfusién luego de dos y tres horas de isquemia promueve una
recuperacion muy pobre en ambos grupos musculares, siendo ligeramente
mayor la recuperacion del musculo SOL. Esto podria refleja nuevamente su
capacidad para utilizar el oxigeno y su mayor numero de mitocondrias.
Igualmente podria reflejar la menor acumulacién de Ca®* intracelular durante el



proceso de isquemia a 2 horas. Ciertamente los mayores niveles de Ca2+ que
aparentemente se acumularian en el musculo ERLC, provocarian mayores
niveles de lesién tal como se describié arriba. Finalmente, cabe resaltar el
aumento que se observa en el tiempo medio de relajacion durante la primera
hora de reperfusién en ambos grupos musculares luego de 1 hora de isquemia.
Este efecto no se observa luego de 2 y 3 horas de isquemia. Este fenbmeno,
aunque no resultdé ser significativamente diferente con los controles, podria
reflejar una disminucién de la actividad de las bombas de Ca** tipo SERCA
durante la etapa de reperfusién. Reportes previos en homogenizados indican
que durante la reperfusién, la actividad de estas bombas presentan una
disminucion de alrededor del 12% en los musculos glicoliticos y del 24% en el
musculo oxidativo (Green et al.,, 1997). Este fendbmeno podria ser similar al
fenomeno de hipercontractura observado en el musculo cardiaco durante la
reperfusion sanguinea (Ma, Qui & Chen, 2008).
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