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Efecto protector de Ia melatoninay del tratamiento
topico con lamezcla eutéctica de lidocainay
prilocaina en un modelo de isquemia reperfusionen
el colgajo cutaneo microvascularizado en ratas

Protective effect of melatonin and the lidocaine and prilocaine eutectic
mixture in an ischemia reperfusion injury model in the microvascular

Casado Sanchez, C.

Casado Sanchez, C.*, Aguilar Melero, P. **, Gonzalez Menchén, A.***, Galache Collell, J.*,
San José Valiente, B.****, Rioja Torrejon, L.*****, Padillo Ruiz J. ******

Resumen

El sindrome de isquemia reperfusion es el conjunto
de sucesos desarrollados desde la instauracion de la is-
quemia en un tejido hasta su posterior reperfusion. Se
trata de una condicion limitante y, hasta la fecha, inevi-
table, en toda cirugia que implique una revascularizacién
tisular. En un intento por buscar medidas terapéuticas
frente al estrés oxidativo desarrollado durante este sin-
drome en los colgajos microvascularizados, se valoro la
accién del antioxidante melatonina y de los anestésicos
locales lidocaina y prilocaina en un modelo de isquemia
reperfusion en el colgajo epigéstrico microvascularizado
en ratas. Tanto el indol como los farmacos vasoactivos
poseen un efecto protector en el tratamiento del sindrome
de isquemia reperfusion, desde un punto de vista bioqui-
mico e histolégico, destacando su accién sinérgica ma-
nifestada principalmente como un incremento en la
neovascularizacion tisular.

Abstract

Ischemia-reperfusion injury is a set of events develo-
ped since the introduction of ischemia in a tissue to sub-
sequent reperfusion. It is a limiting condition and, to date,
inevitable in any surgery involving tissue revasculariza-
tion. In an attempt to find therapeutic measures against
oxidative stress developed during this syndrome in mi-
crovascular flaps, we evaluated the antioxidant action of
melatonin and local anesthetics lidocaine and prilocaine
in a model of ischemia reperfusion in the microvascula-
rized epigastric flap in rats. The indole and vasoactive
drugs have a protective effect in the treatment of ischemia
reperfusion injury, from both a biochemical and histolo-
gical view, emphasizing their synergistic action mainly
manifested as an increase in tissue neovascularization.
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Introduccién

La isquemia es una situacién de inadecuado flujo san-
guineo en un 4rea tisular especifica que origina un defi-
ciente aporte de oxigeno y nutrientes. Tras la reperfusion
o restablecimiento del flujo sanguineo, una serie de acon-
tecimientos fisiopatolégicos provocan un incremento del
dafio tisular (1). EI conjunto de sucesos durante la isque-
mia y la reperfusion de un tejido se denomina sindrome
de isquemia reperfusion (SIR).

El SIR, con sus complejas modificaciones molecula-
res y bioquimicas, supone una limitacién fundamental en
toda cirugia que implique revascularizacion tisular, como
es la de los reimplantes y trasplantes tisulares, siendo una
causa importante de disfuncién de érganos trasplantados,
provocando su fracaso y una mayor incidencia en el re-
chazo agudo o crénico del 6rgano (1-7).

La agresividad del SIR se basa en la produccién de
reactivos sintetizados en los tejidos sometidos a un
periodo de isquemia, conocidos como radicales libres de
oxigeno (RLO), caracterizados por poseer un nimero
impar de electrones en las drbitas periféricas lo que les
confiriere un estado reactivo y agresivo con los tejidos.
Los RLO mds abundantes y reactivos en los sistemas bio-
l6gicos son el oxigeno molecular (O2) y los productos de-
rivados de su reduccién tetravalente en agua, como el
anion superdxido (O:-), el peroxido de hidrégeno (H20.)
y el radical hidroxilo (OH-).

Para contrarrestar la accion de los RLO, las células
estdn dotadas de un potente armamento defensivo com-
puesto de mecanismos neutralizantes y formado por en-
zimas y compuestos moleculares y transportadores que
evitan tanto la formacién incontrolada y excesiva de
RLO, como facilitan la neutralizacion, eliminacién y blo-
queo de su reactividad en cadena. Este sistema es cono-
cido como defensa antioxidante.

De la falta de equilibrio entre los fenémenos pro-oxi-
dantes y los mecanismos de defensa antioxidante en favor
de los primeros, se deriva lo que ha venido en llamarse
estrés oxidativo (EO), caracteristico del SIR.

Entre los multiples mecanismos antioxidantes, des-
taca el papel sistémico de la melatonina. Constituye la
principal sustancia secretada por la gldndula pineal,
siendo su sintesis y su liberacién estimuladas por la os-
curidad e inhibidas por la luz. Entre sus multiples fun-
ciones destacan su papel en la regulacién bioldgica de los
ritmos circadianos, el suefio, el humor, en la fisiopatolo-
gia de la reproduccién asi como en el envejecimiento ce-
lular. Tiene capacidad inmunomoduladora, inhibe el
crecimiento tumoral, influye en la fisiologia de la retina,
ademas de ser el antioxidante endégeno mas potente co-
nocido (8-13). En los dltimos afios se estudia experi-
mentalmente su uso en diferentes procesos en los que
median los RLO. A su carencia de toxicidad, se le asocia
una gran facilidad para cruzar las barreras morfofisiold-
gicas y entrar en los compartimentos subcelulares (14).
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Estas propiedades la podrian convertir en un mecanismo
util en la prevencién del SIR en los colgajos cutdneos.

Por otra parte, entre otras medidas preventivas y tera-
péuticas del SIR cabria valorar el papel relevante del tra-
tamiento tdpico con la mezcla eutéctica de lidocaina y
prilocaina (EMLA® crema) en la prevencién de la ne-
crosis de los colgajos (15). Se trata de dos anestésicos lo-
cales con efectos bifasico sobre el musculo liso de los
vasos sanguineos; a concentraciones muy bajas produ-
cen vasoconstriccion, mientras que a concentraciones ha-
bituales actdan como vasodilatadores (16). Su efecto
sobre la isquemia tisular y las repercusiones que ésta ge-
nera, vendria caracterizado por su accién antagonista
frente al vasoespasmo y la vasoconstriccion.

En una estrategia terapéutica encaminada a controlar
el SIR como mecanismo patogénico en los colgajos cu-
tdneos microvascularizados cabria comparar ambas vias
terapéuticas (bloqueo de radicales libres de oxigeno en
el caso de la melatonina y vasodilatacion en el caso de
EMLA® crema) y plantear si existe un efecto protector
tisular sinérgico de ambas opciones.

Los objetivos de nuestro trabajo serdn:

General: Analizar el papel del estrés oxidativo y la ac-
cién de la terapias antioxidante y vasodilatadora en un
modelo experimental de isquemia reperfusion en los col-
gajos cutaneos microvascularizados.

Especificos:

— Evaluar la repercusion de la actividad de los radi-
cales libres de oxigeno y de las enzimas antioxi-
dantes en un modelo de isquemia-reperfusién en
colgajos cutdneos microvascularizados.

— Determinar la induccién de apoptosis y de otros
indicadores de sufrimiento tisular en un modelo de
isquemia-reperfusion en colgajos cutdneos micro-
vascularizados.

— Determinar el efecto de la melatonina como tera-
péutica antioxidante en la lesion de isquemia-reper-
fusion en los colgajos cutdneos microvascularizados.

— Determinar el efecto de la mezcla eutéctica de li-
docaina y prilocaina como terapéutica en la lesién
de isquemia-reperfusion en los colgajos cutdneos
microvascularizados.

— Determinar el posible efecto sinérgico de la melato-
nina y de la mezcla eutéctica de lidocaina y prilocaina
como terapéutica en la lesién de isquemia-reperfusion
en colgajos cutdneos microvascularizados.

Material y método

El presente estudio se ha disefiado en base a un mo-
delo experimental de isquemia reperfusion en el colgajo
epigastrico en la rata Wistar. Todos los especimenes em-
pleados fueron machos de peso comprendido entre los
160 y los 260 gr. Los animales tuvieron un periodo de
acomodacién de 7 dias previos a su entrada en el proto-
colo experimental en los estabularios donde se mantu-
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vieron. En el postoperatorio, fueron acomodados de
forma individual, tuvieron libre acceso a la comida y al
agua y fueron expuestos a ciclos de 12 horas de luz al-
ternados con 12 horas de oscuridad.

Induccion del sindrome de isquemia reperfusion en
el colgajo.

La induccién del SIR en el colgajo cutdneo del animal
seleccionado se ha realizado en base a investigaciones pre-
vias establecidas. Es un modelo facilmente reproducible,
sobre una anatomia constante, que cuenta con numerosas
ventajas a la hora de valorar miiltiples pardmetros experi-
mentales (17,18).

Asistido por anestesia intraperitoneal (ketamina 75
mg/kg y xilacina 8 mg/kg), se disec6 en cada animal un
colgajo cutdneo de 7 x 4 cm sobre el hemiabdomen iz-
quierdo. Este colgajo presenta un flujo axial basado en
los vasos epigdastricos inferiores, ramas directas de los
vasos femorales, con origen localizado distalmente al li-
gamento inguinal y de direccion ventral. El colgajo fue
elevado a modo de colgajo en isla (dejando su pediculo
vascular como tnico vinculo con el animal).

Se procedid a la induccion de la isquemia en el col-
gajo aplicando un clamp microvascular simple en los
vasos femorales de forma proximal a la salida del pedi-
culo del colgajo y ligando los vasos femorales distal-
mente a él (Fig.1). A continuacién se reposiciond el
colgajo empleando sutura de seda 5/0 (Fig. 2).

En un periodo de 6 6 12 horas mds tarde, segtn el
grupo, y asistido por una nueva anestesia, se procedio a
realizar el desclampado del pediculo vascular mediante
un minimo abordaje en la linea de sutura inferior del col-
gajo. Se comprob6 su adecuada permeabilidad, y se su-
tur6 de nuevo el colgajo en el territorio donante
abdominal (Fig. 3-5).

Fig. 1. Esquema del pediculo vascular. Vasos femorales ligados distalmente
y clampados proximalmente al pediculo.

Fig. 2. Reposicionamiento del colgajo. Se mantiene el clamp vascular 6 6 12 h.

Pautas de administracion de melatonina y mezcla de
lidocaina y prilocaina

En los animales asignados a los grupos en los que se
evaluarian los efectos de la melatonina (ver disefio del
estudio), ésta se administré6 mediante una inyeccioén por
via intraperitoneal en dosis de 4 mg/Kg, 1 hora antes de
la diseccidn del colgajo, 30 minutos antes de la reperfu-
sion, repitiéndose una dosis de forma diaria durante los 7
dias transcurridos hasta la toma de muestras (4 mg/Kg
cada 24 horas) (Fig. 6).

En los animales asignados a los grupos en los se eva-
luarian los efectos de la aplicacién de lidocaina y prilo-
caina (ver disefio del estudio), ésta se efectué mediante la
aplicacion de 2 ml de la crema sobre la superficie del col-
gajo tras la reperfusion del mismo, repitiéndose la apli-
cacién de 2 ml cada 8 horas de forma periddica durante
los 7 dias transcurridos hasta la toma de muestras (apli-
caciones asistidas por anestesia mediante sevoflurano).
Tras cada aplicacion de EMLA® crema, el colgajo se cu-
bria mediante un apdsito Tegaderm™ film fijado con gra-
pas cutdneas (Fig. 7).

Sacrificio y toma de muestras

Los animales fueron sacrificados en el momento de la
toma de muestras, realizada a los 7 dias del SIR. Bajo
anestesia intraperitoneal empleando pentothal sddico
(50 mg/kg), se practicd laparotomia media supra-in-
fraumbilical con corte frio. Para una mejor exposicion
del diafragma se procedi6 a ampliar lateralmente la la-
parotomia (de esta manera se puede empujar caudalmente
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Fig. 3, 4, 5. Desclampado del pediculo y reperfusién del colgajo.

la ctipula hepdtica para poder acceder a la cavidad tora-
cica). Se procedid seguidamente a la apertura del dia-
fragma para la exanguinacion del animal mediante
puncién cardiaca (Fig. 8).

La sangre fue almacenada en tubos Vacutainer®
K:EDTA. Los tubos se dejaron 45 minutos a 4° C para ser
posteriormente procesados (fueron centrifugados durante 5
minutos a 4500 revoluciones por minuto (rpm) y se trans-
firi6 el sobrenadante a 5 tubos Eppendorf que se congela-
ron a —80° C para determinaciones analiticas posteriores).

Para la toma de muestras del colgajo, primero se rea-

Cirugia Plastica Inero-latinoamericana - Vol. 38 -N° 3 de 2012

Fig. 6. Aplicacion de 4 mg/Kg de melatonina i.p. en los animales de los gru-
pos IRen+MEL, IRen+ MEL+EMLA, IR:20+MEL, IR12n+MEL+EMLA

Fig. 7. Aplicacién de 2 ml de EMLA crema® en los animales de los grupos
IResn+EMLA, IReh+MEL+EMLA, IR12n+EMLA, IR120+MEL+EMLA

liz6 examen macroscdpico del colgajo, registrados me-
diante fotografia digital para posterior correlacion. Se se-
pararon fragmentos de 1 x 4 cm que se almacenaron en
criotubos para ser congelados inmediatamente en nitré-
geno liquido (Fig. 9 y 10). Un fragmento se conservo en
un bote de orina con 25 ml de parafolmaldehido al 10%,
muestra que se utiliz6 para estudio anatomopatoldgico.

Disefio del estudio

Estudio experimental prospectivo randomizado triple
ciego en el que se han empleado 63 ratas Wistar agrupa-
dos en 3 grupos experimentales:
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Fig. 9, 10. Toma de muestras: divisién en 4 fragmentos del colgajo.

* Grupo control (GC) formado por 7 animales en los
que el colgajo disecado no fue sometido a isque-
mia (no se provocé un sindrome de isquemia re-
perfusion).

* Grupo 1 formado por 28 animales en los que se in-
dujo un sindrome de isquemia reperfusion con una
duracién de la isquemia de 6 horas (6h).

e Grupo 2 formado por 28 animales en los que se in-
dujo un sindrome de isquemia reperfusién con una
duracidn de la isquemia de 12 horas (12h).

A su vez, los grupos 1 y 2 fueron divididos en 4
subgrupos de 7 animales cada uno de acuerdo al proce-
dimiento al que fueran a someterse a los animales perte-
necientes a cada uno de ellos. La descripcion de los
subgrupos es la siguiente:

e IR: animales a los que se someti6 al SIR del col-
gajo sin la administracién de ninguna sustancia
quimica en estudio.

e IR + MEL: animales a los que se les someti6 al
SIR del colgajo y se les administré melatonina.

e IR + EMLA: animales a los que se les someti6 al
SIR del colgajo y se les administré lidocaina mas
prilocaina.

* IR + MEL + EMLA: animales a los que se les so-
meti6 al SIR del colgajo y se les administré mela-
tonina y lidocaina més prilocaina.

Parametros de estudio

e Pardmetros bioquimicos de estrés oxidativo:

— Glutation total (GSH total): suma del glutation
oxidado y del glutatién reducido.

— Relacion glutation reducido / glutation oxidado
(GSH / GSSG):

*  Glutation reducido (GSH, sustrato de la re-
accion que transforma el peréxido de hidré-
geno en agua mediante la enzima glutation
peroxidasa, actuando asi como un antioxi-
dante).

*  Glutation oxidado (GSSG, resultante de la
oxidacion del glutatién).

— Superdxido dismutasa (SOD): enzima antioxi-
dante.

— Sustancias que reaccionan con el dcido tiobar-
bitdrico (TBARS, siendo MDA o malondialde-
hido su principal exponente): productos
derivados de la lipoperoxidacién o metabo-
lismo lipidico, cuya cuantificacion resulta una
medida del proceso de oxidacion.

e Pardametros histolégicos de afectacion tisular:

Las lesiones titulares de evolucion térpida del colgajo,
se clasifican de acuerdo con criterios de Anatomia Pato-
l6gica (mismos criterios anatomopatoldgicos que en los
seres humanos).

Se han valorado como criterios anatomopatolégicos
de dafio tisular el edema dermoepidérmico, el infiltrado
inflamatorio, la apoptosis y la neovascularizacion.

e Pardametros morfoldgicos (variaciones de masa

corporal) y de supervivencia.

Anadlisis estadistico

Los pardmetros definidos fueron analizados empleando
el programa estadistico SPSS® 9.0 (SPSS Inc.). La des-
cripcion de los datos cualitativos se realiza en forma de
frecuencias absolutas y porcentajes o proporciones (%), y
los datos cuantitativos mediante media como medida de
tendencia central y la desviacion tipica o standard (DS).
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En la comparacion de datos cuantitativos entre dos gru-
pos se empled el test de la U-Mann Whitney. Los datos
cualitativos se compararan mediante el test de la Chi?) o el
test exacto de Fisher para frecuencia esperada menor o
igual a 5. Todas las pruebas estadisticas y contrastes de hi-
pétesis se han considerado bilaterales y como valores sig-
nificativos, aquellos cuyo nivel de confianza es del 95%
(valores de p inferiores a 0,05).

Resultados

La supervivencia de los animales al final del estudio
fue del 100%. Respecto a las variaciones ponderales, se
apreci6 un incremento en la masa de todos los individuos,
excepto en aquellos del grupo control y del grupo some-
tido a un periodo de isquemia de 6 horas sin ningtin tra-
tamiento asociado.

GRUPOS CON INDUCCION DEL SIR

SIN TRATAMIENTO
* Grupo con isquemia de 6 horas frente a grupo
control:

— Resultados bioquimicos (Tablas I-1V)

No se han apreciado diferencias significativas en el
comportamiento de estas variables.

— Resultados histologicos (Tabla V)

Se apreci6é un edema dermoepidérmico en todos los
animales sometidos al periodo de isquemia (100%), no
observandose signos de edema a nivel cutdneo en el GC
(p=0,001). Cuando se analizé el infiltrado inflamatorio,
el 43% de todos los animales sometidos a isquemia se
vieron afectados, no observandose diferencias estadisti-
camente significativas en relacién a este pardmetro
(p=0,192) respecto al grupo control. La presencia de fe-
némenos de apoptosis en las células de los colgajos per-
tenecientes a los animales sometidos a 6 horas de
isquemia fue significativamente mayor respecto al grupo
control (IR6h 14,29+10,18 vs GC 0; p=0,001). Por ul-
timo, los fendmenos apreciados de neovascularizacion
siguientes al SIR (28%) no muestran diferencias signifi-
cativas respecto al grupo control.

* Grupo con isquemia de 12 horas frente a grupo

control:

— Resultados bioquimicos (Tablas I-1V)

Al valorar los pardmetros antioxidantes, la GSH total
se encontrd significativamente elevada en los animales
del grupo sometido a 12 horas de isquemia respecto a los
del grupo control (p=0,002). En cambio, la relacién de
GSH/GSSG alcanzé valores mas elevados en el grupo
control (p=0,046). Las diferencias encontradas al com-
parar el resto de pardmetros bioquimicos no alcanzaron la
significancia estadistica, pese a presentar alguno de ellos
una tendencia similar, como es el caso de la SOD.

— Resultados histologicos (Tabla V)

La aplicacion de isquemia de 12 horas al colgajo de-
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termind la aparicién de edema e infiltrado inflamatorio
en todos los animales, a diferencia de los controles, en
los que no se desarrollaron estos fendmenos histolégicos
(p=0,001). De forma similar, las células de los colgajos
sometidos a isquemia durante 12 horas expresaron fend-
menos de apoptosis en el 34,29% de los casos, no deter-
mindndose apoptosis en los controles (p=0,001). La
aplicacion de isquemia no propici6 la génesis de neovas-
cularizacion en los colgajos, presentando un comporta-
miento similar a los casos del grupo control.

* Grupo con isquemia de 6 horas frente a isque-

mia de 12 horas

— Resultados bioquimicos (Tablas I-1V)

Tras la aplicacion de una isquemia de 12 horas se ob-
servo un incremento del estado de oxidacién con niveles
de glutation oxidado significativamente mayores
(p=0,043), acompafiado de niveles mds elevados de
TBARS (IR6h 2,46 uM; IR12h 2,84 uM) y un descenso
de la actividad antioxidante de SOD, si bien las diferen-
cias observadas en estas ultimas no fueron estadistica-
mente significativas.

— Resultados histolégicos (Tabla V)

El andlisis histologico de los colgajos sometidos a is-
quemias de 6 y 12 horas mostrd la existencia de edema
dermoepidérmico en todos los animales de ambos mode-
los, mientras que el infiltrado inflamatorio (IR6h 43%;
IR12h 100 %; p=0,070) y la presencia de fendmenos de
apoptosis (IR6h 14.,29%; IR12h 34,29%; p=0,005) fueron
mads frecuentes tras 12 horas de isquemia.

RESULTADOS TRAS LA ADMINISTRACION DE
MELATONINA
e Administracion de melatonina en isquemia de
6 horas

— Resultados bioguimicos (Tablas I-1V)

No se aprecian diferencias estadisticamente significa-
tivas en los pardmetros bioquimicos.

— Resultados histologicos (Tabla V)

Las comparaciones de los pardmetros histologicos va-
lorados sefialaron una mejorfa mediante el tratamiento con
melatonina, aunque no alcanzan diferencias significativas.

e Administracion de melatonina en isquemia de

12 horas

— Resultados bioquimicos (Tablas I-1V)

En los animales a los que se les administré melato-
nina, se observo una mejoria de las cifras obtenidas con
un incremento de los indicadores antioxidantes como el
GSH total, la relacion GSH/GSSG y la SOD y una dis-
minucién resefiable de los marcadores de estrés oxida-
tivo, los TBARS, si bien las diferencias no fueron
estadisticamente significativas.

— Resultados histologicos (Tabla V)

La administracién de melatonina tras 12 horas de is-
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quemia se acompafié de un descenso del 30% del infil-
trado inflamatorio y una reduccioén significativa de los
fenémenos de apoptosis tisular (IR12h 34,29%;
IR12h+MEL 6,43%; p=0,001).

RESULTADOS TRAS LA ADMINISTRACION DE
LIDOCAINA Y PRILOCAINA

e Administracion de lidocaina y prilocaina en is-

quemia de 6 horas

— Resultados biogquimicos (Tablas I-1V)

No se aprecian diferencias estadisticamente significa-
tivas en los pardmetros bioquimicos entre los resultados
de los animales sometidos a 6 horas de isquemia y los de
los animales tratados con EMLA® crema.

— Resultados histolégicos (Tabla V)

Respecto a los pardmetros histolégicos, se observa
una reduccién no significativa del infiltrado inflamatorio
y de los fendmenos de apoptosis con la aplicacién de
EMLA® crema. Se determind la aparicion de neovascu-
larizacion en el colgajo de forma significativa, con un in-
cremento superior al 70% respecto a la abstencidon
terapéutica (p=0,021).

e Administracion de lidocaina y prilocaina en is-

quemia de 12 horas

— Resultados bioquimicos (Tablas I-1V)

Respecto al GSH total, se encontré una mejoria sig-
nificativa en la expresion de este antioxidante en los ani-
males tratados con EMLA® crema respecto a la
abstencion terapéutica del SIR con ese periodo de isque-
mia de 12 horas. De igual forma, se observé una relacién
GSH/GSSG significativamente mejor con el tratamiento
con EMLA® crema de ese SIR respecto a los animales
que no recibieron ninguna alternativa terapéutica del
mismo SIR. EMLA® crema provocé una reduccién de la
expresion de los productos de la lipoperoxidacion, aun-
que estos efectos beneficiosos no alcancen la significan-
cia estadistica.

— Resultados histologicos (Tabla V)

La aplicaciéon de EMLA crema® en el colgajo redujo el
edema dermoepidérmico en un 29%, asi como el infiltrado
inflamatorio en un 43%. La apotposis apreciada en estos
colgajos disminuyé de forma significativa (IR12n 34,29%;
IRi2+EMLA 7,147%; p=0,001), acompaiidndose de un in-
cremento de la neovascularizacién de un 29%.

RESULTADOS TRAS LA ADMINISTRACION
CONJUNTA DE MELATONINA Y DE
LIDOCAINA Y PRILOCAINA

e Administracion de melatonina y de lidocaina y

prilocaina en isquemia de 6 horas

— Resultados bioquimicos (Tablas I-1V)

Como ocurri6 en los apartados anteriores en los que se
comparaba el modelo de IR 6h con y sin tratamiento de
dicho SIR, no se apreciaron diferencias estadisticamente

significativas a la hora de valorar los pardmetros bioqui-
micos de estrés oxidativo.

— Resultados histologicos (Tabla V)

Las comparaciones de los parametros histologicos va-
lorados no ofrecen diferencias estadisticamente signifi-
cativas en relacién a los cambios observados respecto a
tratar o no el SIR inducido por un periodo de isquemia de
6 horas con MEL y EMLA® crema. Pese a no encontrar
estas diferencias significativas, se aprecia un menor
edema a nivel dermoepidérmico en los colgajos tratados
mediante antioxidantes y vasodilatadores, acompafiado
de un infiltrado inflamatorio de menor intensidad y un
incremento sustancial en la neovascularizacién del tejido
afecto por el SIR y tratado con ambos farmacos; la agre-
sividad histopatoldgica seria asi menor.

¢ Administracion de melatonina y de lidocaina y

prilocaina en isquemia de 12 horas

— Resultados bioquimicos (Tablas I-1V)

Respecto a los pardmetros bioquimicos evaluados, se
encuentra una mejoria en todos los pardmetros tras el tra-
tamiento del SIR (inducido con 12 horas de isquemia)
mediante la aplicacion de las dos terapias en estudio de
forma conjunta, melatonina y EMLA crema®; se aprecia
un aumento cercano a 5 veces mayor de los niveles de
GSH total, un incremento en los valores de la relacién
GSH/GSSG, el aumento en la expresion del antioxidante
SOD, asi como un descenso en los niveles de TBARS.

— Resultados histologicos (Tabla V)

Las comparaciones de los pardmetros histolégicos va-
lorados ofrecen diferencias estadisticamente significati-
vas en las variables que hacen referencia a la presencia de
neovascularizacién (IRi2n 0%; IRi2n + MEL + EMLA
100%; p=0,001) y fenémenos de apoptosis (IRian
34,29%; IR o +tMEL+EMLA 9,29%; p=0,001). La dis-
minucién del infiltrado inflamatorio con los tratamientos
disminuy6 en un 43%. Las diferencias en el edema epi-
dérmico no son comparables puesto que en todos los
casos se observaron signos de dicho edema. En general se
aprecia una agresividad histopatolégica menor en el
grupo sometido a un SIR inducido mediante 12 horas de
isquemia y tratado con MEL y EMLA® crema respecto al
grupo con idéntico SIR, pero sin tratamiento asociado.

ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS
TERAPEUTICAS ADMINISTRADAS

e IR 6 horas + MEL frente a IR 6 horas + EMLA

frente a IR 6 horas + MEL + EMLA

— Resultados bioquimicos (Tablas I-1V)

En el modelo de SIR mediante 6 horas de isquemia,
no se encuentran diferencias estadisticamente significa-
tivas entre las comparaciones de los pardmetros bioqui-
micos obtenidos con cada una de las alternativas
terapéuticas evaluadas.
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— Resultados histologicos (Tabla V)

Referidos a los parametros histoldgicos, existieron di-
ferencias estadisticamente significativas en la deteccién
de fendmenos de apoptosis en los colgajos (p=0,002). Se
observo este fendmeno con menor frecuencia en los que
recibieron una tnica terapia como tratamiento del SIR
inducido con 6 horas de isquemia frente a los que reci-
bieron ambas (IRev+MEL 5,00%; IRsn+EMLA 5,00%:;
IRsn+tMEL+EMLA 17,14%; p=0,002). Se observé una
tendencia a presentar una neovascularizaciéon mayor em-
pleando EMLA® crema de forma individual o combinada
con MEL respecto al empleo de forma individual de
MEL. La magnitud de esta variacion fue de hasta un 57%
superior aplicando EMLA® crema respecto a la admi-
nistracion aislada de melatonina (p=0,070).

e IR 12 horas + MEL frente a IR 12 horas

+ EMLA frente a IR 12 horas + MEL + EMLA

— Resultados bioquimicos (Tablas I-1V)

La asociacién de MEL y EMLA® crema ofrecié valo-
res muy elevados de GSH total respecto a los obtenidos
mediante el empleo individual de las terapias
(IRi2n+MEL 187,96 nmol/mg; IRi2n+EMLA 309,64
nmol/mg; IR + MEL + EMLA 543,64+583,38
nmol/mg). Al comparar los incrementos de SOD, se ob-
servé un incremento significativo al aplicar MEL, respecto
al tratamiento con EMLA® crema (IR.n+MEL 32293
U/mg; IRion+tEMLA 57,96 U/mg; p=0,025). Analizando
los TBARS, el descenso mas relevante se observo al com-
binar las terapias (IRizn+t MEL+EMLA 1,54 uM).

— Resultados histologicos (Tabla V)

La tendencia de los farmacos a disminuir el infil-
trado inflamatorio ofreci6 diferencias entre las alterna-
tivas planteadas (p=0,057). Se apreci6 que el empleo de
EMLA® crema de forma aislada o combinada con MEL
disminuia dicho infiltrado respecto al empleo aislado de
MEL. Las diferencias descritas en apartados anteriores
respecto al beneficio obtenido en términos de apopto-
sis, al tratar el SIR por isquemia de 12 horas con cual-
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Tabla V. Marcadores anatomopatolégicos.
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quiera de las alternativas propuestas respecto a la abs-
tencidn terapéutica, no se aprecia al comparar las tres
opciones, aunque se aprecia una mejoria al emplear
MEL de forma aislada. Al valorar la neovasculariza-
cidn, se observaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p=0,000) al comparar este fendmeno en los
animales que recibieron ambas terapias respecto a aque-
llos que recibieron una tnica terapia, MEL (p=0,001) o
EMLA® crema (p=0,002), con presencia de neovascu-
larizacién en todos los colgajos al combinarlos
(IRi2n+MEL+EMLA 100%).

Discusién

El incremento en la supervivencia de los colgajos con-
tinda siendo un objetivo prioritario en el desarrollo de la
cirugia reconstructiva. Hasta la fecha, ningtin farmaco
empleado en la clinica diaria ha alcanzado todos los re-
quisitos para convertirse en un mecanismo ideal para la
consecucion de este objetivo, debido a que los resultados
de los ensayos clinicos son contradictorios o bien inclu-
yen grupos heterogéneos dada la diversidad de las indi-
caciones, u otras posibles causas.

El modelo experimental de sindrome de isquemia re-
perfusion en el colgajo cutdneo microvascularizado en la
rata Wistar presenta grandes ventajas al tener una gran
similitud histolégica con el humano y de ser de fécil re-
produccidén y ejecucion. Respecto al tiempo de isquemia,
la mayoria de los autores seleccionan perfodos de 6 a 12
horas para poder apreciar con facilidad efectos lesivos a
nivel bioquimico y tisular.

Respecto a la induccién de la isquemia, el método pre-
ferido por diferentes autores consiste en la diseccién
completa del colgajo y su pediculo vascular, a modo de
colgajo en isla verdadero, incluyendo en esta diseccién a
los vasos femorales con ligadura de éstos distal al pedi-
culo epigastrico y aplicacion de un clamp microvascular
en los vasos femorales, proximal a los vasos epigéstri-
cos, durante el periodo de tiempo seleccionado. Se deci-
di6 utilizar este procedimiento descrito para la induccién
de la isquemia, no seleccionando los vasos epigastricos
para la induccién de la isquemia (procedimiento mds ré-
pido y técnicamente mds sencillo, pero con vasos mas
fragiles susceptibles de sufrir lesién por presion mante-
nida de largo tiempo) y realizando la ligadura de los
vasos femorales distal a la salida del pediculo epigdstrico
para evitar la reperfusion mediante flujo retrégrado.

Respecto al disefio de los grupos de estudio, éstos se
definieron primero segtin un doble criterio: la induccién
o no del sindrome de isquemia reperfusion y la duracién
del periodo de isquemia. No existen en la literatura mo-
delos similares y se considerd interesante evaluar los pa-
rdmetros bioquimicos e histolégicos con ambos periodos
de isquemia, de modo que se puedan evaluar y comparar
la efectividad o no de las terapias en dichas circunstan-
cias. El segundo criterio para subdividir a los animales

en los grupos de estudio se basé en la aplicacion de las
medidas terapéuticas.

La melatonina, indolamina producida por la gldndula
pineal, es materia de multiples estudios en los ultimos
afios. Sus acciones se han relacionado con los ritmos cir-
cadianos, funcién inmune, suefio, fisiologia de la retina y
funciones endocrinas en general. Se ha descubierto que es
un eficaz antioxidante y neutralizante (scavenger) de ra-
dicales libres. Estas propiedades, junto a sus caracteristi-
cas farmacocinéticas, hicieron que fuese objeto de
estudio. Cruza con facilidad las barreras morfofisioldgi-
cas y penetra en los compartimentos subcelulares. Este
efecto como tamponador directo de los radicales libres
es complementario a su capacidad de activar otras enzi-
mas antioxidantes. Cabe destacar los trabajos de Gurlek
(19) donde se describe el efecto protector de la melato-
nina en un modelo de sindrome de isquemia reperfusion
en el colgajo cutdneo microvascularizado en la rata Wis-
tar. En su trabajo sefala un efecto protector traducido en
una reduccion en los niveles de radicales libres y un in-
cremento de los mecanismos intrinsecos de defensa an-
tioxidante, con el beneficio final sobre la supervivencia
tisular del colgajo.

En relacion a la otra sustancia evaluada, cabria men-
cionar que hasta la presente publicacién no existen estu-
dios que hayan evaluado el efecto protector de la mezcla
eutéctica de lidocaina y prilocaina sobre los colgajos cu-
tdneos microvascularizados de flujo axial sometidos de
forma experimental al sindrome de isquemia reperfusion.
Sus posibles efectos terapéuticos se basan en sus propie-
dades vasoactivas: provocan una respuesta bifasica vas-
cular que consiste en una vasoconstriccién inicial
méxima a los 90 minutos de la aplicacién y una vasodi-
latacion tardia en aplicaciones mds largas de 3 horas. En
estos cambios vasculares residiria su efecto beneficioso:
la vasoconstriccion inicial seguida de la vasodilatacion
someteria al colgajo a un fendmeno conocido como “pre-
acondicionamiento isquémico”, de naturaleza farmaco-
l6gica. La aplicacion topica de este farmaco le confiere
una serie de ventajas respecto a otros medicamentos en el
tratamiento y prevencion del sindrome de isquemia re-
perfusioén. Podria alcanzar niveles terapéuticos adecua-
dos en el tejido diana sin una distribucién sistémica
significativa y con un amplio margen de seguridad. Los
referentes sobre los que se basa este aspecto de la inves-
tigacion, son los trabajos de Karagal (15). Los investiga-
dores evaluaron los efectos de la mezcla eutéctica de
lidocaina y prilocaina sobre la supervivencia de un col-
gajo cutdneo randomizado en la rata Wistar, sefialando
un incremento estadisticamente significativo en la su-
pervivencia tisular de los colgajos tratados mediante la
mezcla respecto al grupo control, sin hacer referencia en
este estudio a pardmetros bioquimicos o histolégicos de
valoracion microscopica. Dado que las dimensiones del
colgajo axial del presente estudio (28 cm?) son similares
al colgajo empleado por Karagal (30 cm?) y ante la au-

€0¢

Cirugia Plastica Ibero-Latincamericana - Uol. 38 - N° 3 de 2012



b0z

Casado Séanchez, C., Aguilar Melero, P., Gonzédlez Menchén, A., Galache Collell, J.,

San José Valiente, B., Rioja Torrejon, L., Padillo Ruiz J.

sencia de otras investigaciones similares de referencia,
se decidi6 la misma pauta empleada por este autor, dis-
minuyendo la periodicidad de aplicacion a 8 horas.

A la hora de valorar los resultados obtenidos y res-
pecto a las variables bioquimicas, realizando una com-
paracion general y antes de entrar en detalles particulares
de los pardmetros analizados, podemos decir que practi-
camente no se encuentran diferencias entre los resulta-
dos obtenidos en el grupo control no sometido al
sindrome de isquemia reperfusion y el grupo en el que se
provocé un sindrome de isquemia reperfusién con un
tiempo de isquemia de 6 horas. Sin embargo, si se han
encontrado importantes diferencias en el comportamiento
de los pardmetros bioquimicos cuando se realizaron las
comparaciones entre dicho grupo control y el grupo ex-
perimental sometido a un sindrome de isquemia reperfu-
sién con 12 horas de isquemia. Tras estas 12 horas de
isquemia se afectan todos los pardmetros, destacando el
importante descenso de la relacion GSH/GSSG, la dis-
minucién de la SOD y el aumento de la lipoperoxidacién
traducido como un incremento de los TBARS. Compa-
rando globalmente los dos grupos de isquemia diferen-
tes, se aprecia un nivel de estrés oxidativo mayor en el
grupo de 12 horas de isquemia respecto a los observados
tras 6 horas de isquemia. Esto nos llevaria a proponer un
modelo de isquemia reperfusion basado en 12 horas de is-
quemia, ya que expresa de forma mds evidente las alte-
raciones de los marcadores de estrés oxidativo.

El glutation es considerado como uno de los antioxi-
dantes mds importantes, cuyos niveles disminuyen tras
la isquemia reperfusion en los colgajos cutdneos en los
animales. La inhibicién de su produccién endégena du-
rante el SIR provocaria un incremento del dafio tisular, y
su administracién antes de la misma lo disminuirfa.

El valor mds significativo para valorar la actividad de
glutation es la relacion que existe entre el glutation redu-
cido y el glutatién oxidado (GSH/GSSG), ya que ante un
estrés oxidativo relevante y segtn lo referido anterior-
mente, se oxidaria GSH, incrementandose los niveles de
GSSG. Asi pues, los niveles disminuidos de la relacién
GSH/GSSG son indicativos de una situacién de estrés
oxidativo importante. En nuestro estudio, asi ocurre en
el grupo de animales sometidos a 12 horas de isquemia en
el que los niveles de GSH/GSSG fueron inferiores a los
observados tras 6 horas de isquemia.

La superéxido dismutasa (SOD), sistema enzimatico en-
cargado de catalizar la reduccion del radical superéxido en
peréxido de hidrégeno, presenta valores inferiores tras pe-
riodos de isquemia de 12 horas respecto a los observados
tras isquemia de 6 horas, en relacién al mayor consumo de
esta enzima en estados de estrés oxidativo mds relevantes.

El malondialdehido (MDA), producto de la lipo-
peroxidacion lipidica y principal exponente de las sus-
tancias que reaccionan con el 4cido tiobarbitirico
(TBARS, sustancias detectadas en el andlisis bioqui-
mico), se eleva de forma mads relevante mediante perio-
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dos de isquemia de 12 horas respecto a las cifras obser-
vadas en el grupo sometido a un sindrome de isquemia
reperfusion mediante un periodo de isquemia de 6 horas.
Esto es indicativo de un estado de estrés oxidativo mas
avanzado mediante isquemia de 12 horas.

Respecto a los parametros histolégicos, de todos los
resultados obtenidos merece la pena destacar varios as-
pectos. De forma genérica, sefialar que tras 6 horas de is-
quemia se aprecia un edema dermoepidérmico y una
apoptosis celular significativamente mds acusados res-
pecto al grupo control. Al incrementar esta isquemia a un
periodo de 12 horas, ademds de aumentar la apoptosis ce-
lular respecto al grupo con 6 horas de isquemia (se apre-
cia incluso mds del doble de afectacion celular en el
sindrome de isquemia reperfusion inducido tras 12 horas
de isquemia, respecto al provocado tras inducciones con
6 horas), el infiltrado inflamatorio que se objetiva au-
menta hasta afectar a todos los animales.

Periodos de isquemia de 12 horas son capaces de pro-
ducir mas diferencias estadisticamente significativas res-
pecto al grupo control (3 parametros de los 4 evaluados),
de lo que lo harfan tiempos de isquemia de 6 horas (solo
se aprecian diferencias estadisticamente significativas en
los pardmetros de apoptosis y edema dermoepidérmico).
Estos resultados apoyarian las tesis planteadas en otros
estudios, que sugerian la necesidad de tiempos mayores
de 6 horas para vislumbrar afectacion de cardcter ma-
croscopico debido a la induccién de un sindrome de is-
quemia reperfusién (presencia de hasta un 78% de
afectacion macroscopica con isquemia de hasta 12 horas).

Al comparar los resultados obtenidos dentro del
grupo sometido a 6 horas de isquemia para la induccién
del SIR, se debe destacar que no existieron diferencias
estadisticamente significativas en los pardmetros bio-
quimicos evaluados entre los diferentes grupos de trata-
miento. Esto es coherente con lo referido anteriormente
y orienta hacia un comportamiento similar de esos pa-
rametros en los individuos del grupo sometidos a 6 horas
de isquemia y tratados con cualquiera de las alternati-
vas. Se objetiva una similitud de los pardmetros anali-
zados que hacen referencia al glutation (GSH total y
GSH/GSSQG), a la superdxido dismutasa y al malondial-
dehido (TBARS). Esta ausencia de diferencias signifi-
cativas para los criterios bioquimicos evaluados dentro
de ese periodo de isquemia, no significa que no se en-
contrasen diferencias para los criterios histoldgicos. El
tratamiento individual con melatonina (respecto a la abs-
tencion terapéutica) disminuye la agresividad en el dafio
tisular, observandose en general un menor edema der-
moepidérmico (con una disminucion de un 43% respecto
a la abstencion terapéutica), un menor infiltrado infla-
matorio (disminuyendo éste en un 29%), una disminu-
cién de los fendmenos de apoptosis (disminuyendo en
un 9%) y un incremento en la neovascularizacién en un
14%. Es interesante esta tendencia a disminuir la mor-
bilidad histoldgica en estos periodos de isquemia (de 6
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horas) a pesar de no ser estadisticamente significativo.
Respecto al empleo de la mezcla eutéctica de lidocaina
y prilocaina, su aplicacion tras 6 horas de isquemia me-
jora de forma significativa la neovascularizacion obser-
vada respecto a la abstencion terapéutica (incrementando
este fenémeno en un 71%). Al igual que la melatonina,
disminuye el infiltrado inflamatorio (en un 29%) y los
fenémenos de apoptosis (un 9%) respecto a la absten-
cién terapéutica. La combinacion de ambas terapias no
parece aportar una mejoria significativa en términos his-
tologicos, en comparacion al beneficio que implicarian
de forma individual.

A diferencia de lo observado tras 6 horas de isquemia,
al comparar los resultados obtenidos dentro del grupo so-
metido a 12 horas de isquemia para la induccién del sin-
drome de isquemia reperfusion, si se observaron
diferencias estadisticamente significativas en funcién de
las pautas de tratamiento empleadas.

La melatonina posee efectos beneficiosos en el trata-
miento del dafio debido al estrés oxidativo, reflejado
tanto a nivel bioquimico como histolégico. A nivel bio-
quimico el tratamiento con melatonina actia como me-
canismo defensivo frente al estrés oxidativo a través de su
accion sobre el glutation (produciendo un incremento de
sus nivele, ya que la enzima limitante en la sintesis de la
GSH, la gamma-glutamilcisteina sintetasa, se encuentra
elevada tras la administracion de melatonina, o bien la
melatonina produce un incremento directo en los niveles
de GSH) y sobre el malondialdehido (la melatonina eli-
minaria directamente los radicales libres de oxigeno e in-
crementaria la actividad antioxidantes para reducir los
niveles de MDA). El tratamiento con este potente antio-
xidante produjo beneficio a todos los niveles bioquimicos
explorados: incrementa los niveles de GSH total con el
beneficio de incrementar de la relacion GSH/GSSG (esto
apoya la tesis de un nivel de estrés oxidativo mds con-
trolado con el empleo de este neutralizante (scavenger),
aumenta los niveles de la SOD y produce una regulaciéon
en los niveles de TBARS, indicando un descenso en la
lipoperoxidacién. Estos datos bioquimicos son paralelos
a los hallazgos histolégicos, pudiéndose afirmar que la
melatonina mejora significativamente la presencia de fe-
némenos de apoptosis frente la abstencion terapéutica (un
descenso estadisticamente significativo cercano a un
28%) y disminuye en un 30% el infiltrado inflamatorio.

Valorando la mezcla eutéctica de lidocaina y priloca-
ina en el tratamiento del sindrome de isquemia reperfu-
sién inducido mediante un periodo de isquemia de 12
horas, cabe decir que los anestésicos poseen un efecto
protector frente al daio generado por este sindrome tanto
desde el punto de vista bioquimico como anatomopato-
l6gico.

Desde el punto de vista bioquimico, EMLA® crema
aumenta, al igual que la melatonina, los niveles de GSH
total, y posibilita un incremento en la relacion
GSH/GSSG de forma significativa. No se ha encontrado

una relacion entre el efecto beneficioso de la mezcla de
anestésicos y su posible relacion con el sistema enzima-
tico de la SOD; incluso se ha detectado un incremento
significativo de los niveles de SOD mediante la admi-
nistracion individual de melatonina respecto a los niveles
obtenidos al utilizar de forma aislada la mezcla de anes-
tésicos, al comparar sus efectos por separado en el trata-
miento del sindrome de isquemia reperfusién con
isquemia de 12 horas. Su aplicacién se relaciona con un
descenso en los niveles de TBARS, es decir, una dismi-
nucion de la lipoperoxidacién. Un estudio reciente (20),
indic6 el impacto de la lidocaina en la supervivencia de
los colgajos microvascularizados experimentales tras un
sindrome de isquemia reperfusion, presentando una dis-
minucién de los niveles de malondialdehido en los ani-
males tratados con lidocaina. En su modelo experimental,
la accién antioxidante de la lidocaina se centraria en la
inhibicién de la lipoperoxidacién, siendo nuestros ha-
llazgos acordes a este trabajo.

En términos histolégicos, el empleo de EMLA® crema
disminuye la agresividad de forma general del sindrome
de isquemia reperfusion en los tejidos afectos; desciende
los valores del edema dermoepidérmico en un 29%, del
infiltrado neutrofilico en un 43% y disminuye significa-
tivamente los fendmenos apoptdticos respecto a la abs-
tencion terapéutica (disminuye la apoptosis en un 27%,
valor discretamente inferior al alcanzado por la melato-
nina). Por otra parte, aumenta la neovascularizacién en
un 29%. Cabe destacar que en los casos de tratamiento
exclusivo con la mezcla de anestésicos, esta opcion tera-
péutica es mas efectiva en inducir mayor neovasculari-
zacién en casos de sindrome de isquemia reperfusion
inducidos con tiempos de isquemia menores (6 horas
frente a 12 horas de isquemia).

Respecto al empleo combinado de ambas terapias, po-
demos afirmar que mejora las cifras de GSH total y de
GSH/GSSG respecto a la abstencidn terapéutica y que la
asociacion de la mezcla de anestésicos y melatonina
apuntan a una mejoria respecto al uso individual de
ambos farmacos al referirnos al incremento de GSH total.
También es relevante el descenso importante en los ni-
veles de TBARS al asociar ambos, mayor que el obte-
nido al utilizarlos de forma individual. Desde el punto de
vista anatomopatoldgico, como era esperable dado su
comportamiento por separado, la asociaciéon de ambos
farmacos disminuye significativamente la aparicién de
fendmenos de apoptosis, y segtin lo expuesto anterior-
mente, esta reduccién se produce a expensas de ambos
medicamentos, fundamentalmente de la melatonina. Ade-
mads, la asociacién de la aplicacion local de la mezcla de
anestésicos junto a la administracién sistémica de mela-
tonina, mejora los resultados que la aplicacion individual
de melatonina tiene sobre el infiltrado inflamatorio (dis-
minucién de un 43% respecto la abstencion terapéutica).
Respecto a la neovascularizacion, importante factor en la
evolucion satisfactoria de los colgajos microquirtrgicos
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(principalmente en las dreas mds periféricas), son desta-
cables las diferencias significativas en relacién a la com-
binacién de ambas alternativas frente a su empleo por
separado o la abstencion terapéutica, mejorando e incre-
mentando asi la neovascularizacion al emplear de forma
conjunta ambos farmacos. Al combinar ambas opciones
terapéuticas, se consigue incrementar en un 100% la ne-
ovascularizacion objetivada en los colgajos microquirtir-
gicos sometidos a un periodo de isquemia de 12 horas.

En este sentido, y considerando nuestras condiciones
experimentales, la combinacion de ambos tratamientos
parece una opcidn interesante en la prevencion del sin-
drome de isquemia reperfusion.

Conclusiones

Los modelos de isquemia reperfusion en colgajos mi-
crovascularizados en ratas, basados en la induccion del
SIR mediante periodos de isquemia de 12 horas, generan
un incremento del estrés oxidativo con mayor intensidad
que en los modelos basados en 6 horas. Tanto el empleo
de melatonina como de EMLA® crema mejoran los
marcadores de dafo tisular a nivel bioquimico e histo-
l6gico, pero ademas el empleo de ambos farmacos de
forma combinada genera un efecto protector sinérgico,
manifestado principalmente en la potenciacién del
desarrollo de la neovascularizacién en un 100% de los
colgajos.
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