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1. JUSTIFICACION



Justificacion

La trombosis de las anastomosis vasculares en el campo de la microcirugia
reconstructiva es un problema clinico de extraordinaria relevancia por el grave perjuicio
que supone para el paciente.

Actualmente, la reconstruccion con colgajos libres microvascularizados desempena un
papel fundamental en la cirugia oncoldgica y reconstructiva, siendo las técnicas de
anastomosis microquiriirgica una parte consustancial a este tipo de intervenciones.

El fracaso de los procedimientos microvasculares se relaciona estrechamente con la
trombosis y/o con el espasmo vascular en el sitio de la anastomosis. Las turbulencias
locales del flujo sanguineo y la hiperreactividad de la pared vascular, asi como la
activacion plaquetaria, juegan un papel critico en la obstruccion del flujo en la zona
anastomotica.

El principal responsable de la oclusion vascular parece ser la falta de una técnica
microquiriirgica impecable, puesto que los grupos con mas experiencia en
reconstruccion tienen menos fracasos que los equipos menos experimentados. Sin
embargo, es un hecho el que todos los equipos refieren un porcentaje de fracasos (1-
10%) debido a problemas técnicos, patologia vascular, injertos vasculares de
interposicion, radioterapia previa o estados de hipercoagulabilidad o estasis vascular.
No existe un protocolo farmacologico unanime para prevenir la trombosis
microvascular, pero estan descritas las caracteristicas del agente antitrombdtico ideal,
que seria aquel con: 1) alta actividad especifica por el area trombotica del vaso; 2)
ausencia de efectos secundarios hemorragicos locales ; 3) ausencia de alteraciones
sistémicas de la coagulacion; 4) baja toxicidad; 5) aplicacion unica; 6) facil método de
administracion.

Pese a que mas de 20 agentes farmacologicos se han utilizado, la aspirina y la heparina

siguen siendo la principal base del tratamiento antitromboético en microcirugia.
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Justificacion

Debido a la escasa unificacion de la literatura cientifica, la terapia farmacoldgica
continia practicandose de modo muy diferente segun los centros médicos, con
diferentes farmacos y pautas. gran variedad interpersonal en cuanto a fArmaco, dosis y
tiempo de administracion.

Existen multiples estudios en animales en la literatura, pero escasos estudios clinicos
prospectivos en humanos al respecto, y hasta el momento, ninguno ha conseguido
resultados concluyentes que determinen un protocolo de anticoagulacion eficaz, de
manera que no existen protocolos internacionales sobre la utilizacion de anticoagulantes
en injertos libre microvascularizados.

El sildenafilo es un inhibidor competitivo selectivo de la fosfodiesterasa 5 (PDES),
enzima que inactiva el GMPc. El GMPc es un potente vasodilatador del musculo liso
vascular. La PDES se encuentra principalmente en las plaquetas, el musculo liso y el
cerebelo . El sildenafilo ha demostrado su accion de relajacion vascular sobre el sistema
vascular periférico y su capacidad in vivo de reducir la agregacion plaquetaria,
mejorando la vascularizacion de colgajos locales experimentales con vascularizacion
aleatoria, administrado via oral, intraperitoneal y local en el colgajo. Sin embargo,
nunca se ha utilizado por via topica este farmaco en el sitio de la anastomosis vascular.
La papaverina es un alcaloide del opio, cuyo efecto vasodilatador hace que sea
actualmente el mas ampliamente utilizado en administracion tdpica. Su potente accion
vasodilatadora se debe a la inhibicion de la fosforilacion oxidativa y al flujo del calcio
durante la contracciéon muscular.

No existe ningun estudio hasta la fecha sobre el efecto del sildenafilo en las anastomosis
microvasculares, ni en el ambito experimental ni en el ambito clinico. Resulta por ello
interesante efectuar tal estudio, comparando el sildenafilo con la papaverina, un farmaco

utilizado con frecuencia en la microcirugia clinica en el humano, y que ha demostrado
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Justificacion

en modelos experimentales su utilidad como vasodilatador cuando se aplica localmente.
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2. INTRODUCCION



Introduccién

2.1. ANATOMIA VASCULAR DE LA RATA Sprague Dawley: (1,2)

2.1.1. ARTERIA FEMORAL (FIGURA 1)
La arteria femoral es la continuacion de la arteria iliaca externa, que cambia de nombre
al salir por el anillo crural o laguna vasculorum.
Cruza la cara anterior del muslo y termina en el anillo del tercer aproximador, en donde
cambia de nombre pasando a denominarse arteria poplitea (que a su vez continia hacia
la articulacion del tobillo como arteria safena.
Se distinguen en ella la porcién inicial o arteria femoral comin y sus dos ramas

terminales,

1:hueso iliaco

2:aorta abdominal

3:hueso isquidtico

4:fémur

S:tibia

6:peroné

7:arteria safena

B:arteria epigastrica caudal
G:arteria ilfaca externa
10:arteria ilfaca interna
11l:arteria pudenda externa
12:arteria epigastrica caudal superficial
13:arteria femoral profunda
14:arteria femoral

15:arteria poplitea

16:arteria caudal femoral distal

Figura 1. Ramas principales arteriales de las extremidades posteriores de la

rata (1).
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Introduccién

femoral profunda y femoral superficial.

2.1.2. HISTOLOGIA ARTERIAL
En la rata, la histologia de la pared de los vasos es extrapolable al humano.
El flujo de sangre a los distintos 6rganos y tejidos se regula mediante las variaciones del
diametro de los vasos de distribucion, funcion desempefiada por el musculo liso
dispuesto de manera circunferencial alrededor de las paredes vasculares y que estd
controlado principalmente por el sistema nervioso autonomo y las hormonas de la
médula suprarrenal.
Las paredes de los vasos arteriales poseen la estructura general de tres capas del aparato
circulatorio, pero se caracterizan por la presencia de una cantidad considerable de fibras
de elastina y de una capa de musculo liso bastante gruesa con relacion al diametro de la
luz. Existen tres principales tipos de vasos arteriales: (3)
-Arterias elasticas: forman los vasos principales de distribucion y son la aorta, el tronco
braquicetfalico, las arterias carética primitiva y subclavia izquierdas y la mayor parte de
los vasos arteriales pulmonares.
-Arterias musculares: son las ramas principales de distribucion del arbol arterial, por
ejemplo, las arterias radial, femoral, coronaria o cerebrales, cuyo didmetro oscila entre
0.8-1.1 mm.
-Arteriolas: son las ramas terminales del arbol arterial que llevan la sangre a los
capilares. Su didmetro es menor a 0.3 mm.
Entre los tres tipos de vasos arteriales existe una transicion gradual, més que una
delimitacion brusca. En general, la cantidad de tejido eldstico disminuye a medida que
el vaso se va haciendo menor, al mismo tiempo que el componente muscular liso va
adquiriendo una importancia progresivamente mayor.

La arteria femoral de la rata tiene una estructura bésica de arteria muscular con una capa
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Introduccién

de tejido eldstico que se limita a una ladmina elastica fenestrada y bien definida, la
lamina elastica interna (LEI), que separa las tinicas intima y media, y otra lamina
elastica externa (LEE) menos definida, situada en la unién entre las tunicas media y
adventicia. A veces, la ldmina elastica interna se duplica (4).

La intima (I) suele ser tan fina que resulta indistinguible con visién microscopica menor
de 40x .

La tinica media (TM) estd formada por una gruesa capa de musculo liso dispuesto
circunferencialmente.

La ancha tinica adventicia (A) estd formada principalmente por coldgeno y contiene

pequefios vasa vasorum que penetran en la mitad externa de la tinica media. (Figuras 2

y3)-G.4)

Figura 2 Corte transversal de la arteria femoral de rata en la que se delimitan sus

componentes (3).
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Introduccién

Lamina elastica interna

Fibroblasto

Lamina ¢laslica extema "55':1._ ‘*’\:' ik
.l ot 3 i : Tﬁﬂ‘ca OGVON"OQ

Figura 3. Diagrama de las capas de la pared de una arteria muscular en la rata (4).

En la pared de la arteria se distinguen tres capas, una interna, una media y otra externa:
La capa intima o interna se caracteriza por un fino endotelio, apoyado en su membrana.
En la segunda capa destacan dos componentes: fibras eldsticas, células principalmente
musculares lisas y células del tejido conjuntivo (fibroblastos). Las fibras se disponen en
dos direcciones en sentido circular, mas internamente, y en sentido longitudinal. La
capa externa estd formada por fibras elasticas y fibras de colageno. Distinguimos dos
tipos de arterias dependiendo del contenido de fibras elasticas o células musculares.
Hablamos de arterias elasticas, cuando la capa media contiene un predominio en fibras
elasticas y hablamos de arterias musculares cuando predominan células musculares. Las
arterias elasticas se encuentran en los grandes troncos arteriales o troncos de
conduccion. Presentan una gran elasticidad. Las arterias musculares son arterias
principalmente de distribucion mediante la vasodilatacion y la vasoconstriccion.
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Introduccién

Permiten distribuir segiin las necesidades. Esta capa muscular va a recibir una rica
inervacion de nervios simpdticos, que van a tener receptores a y receptores B. Los
receptores a producen vasoconstriccion y los receptores B responden a noradrenalina
con vasoconstriccion.

La estructura del sistema venoso sigue la disposicion general en tres capas de todo el
aparato circulatorio, pero sus componentes eldstico y muscular son mucho menos
prominentes. Una parte importante del volumen sanguineo total se encuentra en el
interior del sistema venoso. Las variaciones del volumen sanguineo relativo debidas,
por ejemplo, a la dilatacion de los lechos capilares o a una hemorragia pueden ser
compensadas por cambios de las capacidad del sistema venoso. Estos cambios se
producen por accidon del musculo liso de la tinica media que controla el didmetro de las

luces de las venas y vénulas musculares.

La vena de la rata tiene las siguientes caracteristicas, visibles en micrografia:

- La I apenas es algo mas que el revestimiento endotelial; en las venas que no
estan distendidas por la sangre, el endotelio puede proyectarse en pequefios
pliegues.

- La TM es fina en comparaciéon con la de las arterias y consiste en dos o mas
capas de fibras musculares lisas dispuestas circularmente.

- La A es la mas ancha de la pared del vaso y estd formada por gruesas fibras de
colageno dispuestas longitudinalmente y que se fusionan con el tejido colageno
adyacente.

La pared de la vena es fina en comparacion al didmetro de la luz. Por el contrario, en la

mayoria de las arterias el grosor de la pared es parecido al didmetro de la luz.

26



Introduccién

2.2. FISIOLOGIA DE LA OCLUSION VASCULAR

2.2.1. REGULACION DEL TONO VASCULAR (5)

2.2.1.1.Regulacion nerviosa
Encontramos dos caracteristicas de importancia en cuanto a la regulacion nerviosa de la
circulacion: ¢ Es un sistema de control que funciona con extraordinaria rapidez. « E1 SN
proporciona un medio para controlar gran parte de la circulacién de forma simultanea.
El sistema de control nervioso de la actividad vascular consta de 3 elementos
fundamentales: * Receptores o sensores encargados de reconocer el estado circulatorio.
* Grupos neuronales del SNC que reciben aferencias desde receptores y generan
impulsos eferentes. ¢ Tejidos efectores, a nivel cardiaco y vascular (musculatura lisa de
vasos sanguineos).
Ante los aumentos o disminuciones de la presiones arterial el centro cardiovascular va a
intentar regular la presion arterial por medio del sistema nervioso vegetativo (sistema
nervioso simpatico y parasimpatico).
En el corazon, el sistema nervioso parasimpatico va a producir una disminucion de la
presion arterial. El sistema nervioso simpatico va a producir por el contrario, aumentos
de la frecuencia cardiaca y aumentos de la presion arterial.
En los vasos periféricos, el sistema nervioso parasimpatico tiene muy poca actuacion
siendo principalmente el sistema nervioso simpatico, de donde emergen los nervios o
fibras nerviosas motoras, que van a ir formando un plexo que rodea a las arterias. Este
plexo de fibras simpaticas perivasculares tiene un componente vasoconstrictor que
presenta receptores o adrenérgicos, abundantes en piel y visceras abdominales y un
componente vasodilatador con receptores B adrenérgico, que abundan en el corazén y

musculos esqueléticos.
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2.2.1.2.Regulacion humoral
Aunque los mecanismos nerviosos regulan la actividad circulatoria de una forma rapida,
también acaban adaptandose con rapidez y por ello se hacen necesarios otros
mecanismos alternativos que puedan ejercer una funcién reguladora a largo plazo. En
este sentido consideramos una serie de sustancias que presentan efectos claros sobre el
sistema circulatorio:
* Catecolaminas. La noradrenalina es un vasoconstrictor especialmente potente, la
adrenalina lo es en menor medida e incluso llega a producir vasodilatacion ligera en
algunos casos como sucede en las arterias coronarias durante los aumentos de la
actividad cardiaca.
» Sistema renina-angiotensina. La angiotensina-Il produce vasoconstriccion
generalizada, eleva la presion arterial, estimula la actividad nerviosa simpatica y
aumenta la reabsorcion renal de sodio y agua. Tiene un efecto importante sobre todo en
aquellas situaciones en las que la hipotension viene acompafiada de un descenso del
volumen plasmatico como los que se dan por hemorragia y deshidratacion.
* Vasopresina o ADH. La vasopresina tiene un potente efecto vasoconstrictor y ademas,
promueve un aumento en la reabsorcion de agua en tubulos renales. Sin embargo, se
secreta s6lo en cantidades muy pequeias por lo que se le atribuye un papel muy
limitado en el control vascular. Cobra mas importancia en algunas formas de
hipotension provocadas por reduccion de la volemia, en las que actiia para mantener la
presion sistolica junto con el sistema simpatico y el sistema renina-angiotensina.
* Bradicinina. Provoca una poderosa dilatacion arteriolar y un aumento de la
permeabilidad capilar, ademads interviene en la regulacion del flujo sanguineo de la piel,
glandulas salivales e intestinales.

* Serotonina o 5-HT. Localizadas en altas concentraciones en tejido cromafinico de
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intestino y en plaquetas, puede tener efectos vasoconstrictores y vasodilatadores segiin
el estado y area de la circulacion. Sus funciones en la regulacion de la circulacion son
poco conocidas.

* Histamina. Procede de los mastocistos de tejidos dafiados y de basoéfilos sanguineos.
Tiene un poderoso efecto vasodilatador sobre arteriolas y produce un aumento de la
permeabilidad capilar.

* Prostaglandinas. Pueden tener efecto vasodilatador, como la prostaglandina E2, y
accion vasoconstrictora como el tromboxano A2. No es bien conocida la funcion
especifica de estas sustancias en el control circulatorio pero parecen tener importancia
en el control de zonas vasculares locales.

* Péptido natriurético atrial (NP). El NP es sintetizado en los miocitos auriculares y
liberado a la circulacion sistémica por cambios en la pared auricular, como los que
acontecen en la distension auricular pasiva. Ademds de sus efectos natriuréticos y
diuréticos, el PNA posee un efecto relajante de la musculatura lisa vascular sobre todo

si se halla previamente contraida por accion de la noradrenalina o de la angiotensina-II.

2.2.1.3.Regulacion quimica

Ademas de las sustancias anteriormente mencionadas, factores quimicos diversos
pueden provocar modificaciones en la actividad de los vasos sanguineos y aunque no se
conocen las funciones que desempefian en la regulacion global de la circulacion, sus
efectos especificos pueden resumirse a continuacion:

* Calcio. Un aumento de la concentracion de iones Ca2+ provoca vasoconstriccion al
estimular la contraccion de la musculatura lisa.

* Potasio. Un incremento de la concentracion de iones K+ provoca vasodilatacion al

inhibir la contraccidn de la fibra muscular lisa.
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* Magnesio. Un incremento de la concentracion de iones Mg2+ origina intensa

vasodilatacion al inhibir el musculo liso.

2.2.1.4.Mecanismos de autorregulacion local.
Van a ser principalmente activos ante las diferentes concentraciones de O, de forma
que ante un aumento del metabolismo celular, siempre hay un aumento del flujo
sanguineo y de la presion arterial. Este aumento del flujo sanguineo se realiza por medio
de sustancias vasoactivas producidas por leucocitos, plaquetas, fibroblastos, macréfagos
y células musculares, siendo las principales sustancias vasoactivas el 6xido nitrico, el
acido lactico y la adenosina, todas ellas con efecto vasodilatador. Las principales
sustancias vasoconstrictoras son los radicales libres producidos en el estrés oxidativo de

las células.

2.2.2. TROMBOSIS

La enfermedad tromboembdlica es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad del ser humano. La trombosis es la causa mas comun de infarto de miocardio
y de ictus isquémico (6). Ademas, es también la causa mas frecuente de fracaso del
injerto en microcirugia reconstructiva.

El proceso de trombosis arterial se inicia tras una lesion endotelial, cuando las plaquetas
de adhieren a la pared del vaso danado.

El sistema de la coagulacion estd normalmente inactivo pero se activa en pocos
segundos después de la lesion. El estimulo que desencadenara la activacion de la
hemostasia es la lesion endotelial, la cual permite el contacto de la sangre con el tejido

conectivo subendotelial. La respuesta hemostatica incluye tres procesos: a) la
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hemostasia primaria, b) la hemostasia secundaria y c) la fibrinolisis; existiendo
siempre una interaccion entre la pared vascular y la sangre. La respuesta hemostatica no
es un proceso que dependa solo de la sangre (plasma y elementos formes); también
juegan un papel determinante la pared vascular y la interaccidon entre ambos.

La interpretacion del proceso de coagulacion publicada por MacFarlane en 1964 (7)
(«Cascada de MacFarlane») ha sido de gran utilidad durante muchos afos para empezar
a entender el complejo problema de la formacion del trombo. Segiin MacFarlane, habria
dos vias, la extrinseca, formada por el factor tisular y el factor VII; y la intrinseca, en la

que participan los factores XII, XI, IX, VII y V (Figura 4).

Ambas vias convergen para activar el factor X y continuar conjuntamente el proceso de
transformacion de la protrombina en trombina y, a través de la trombina, del
fibrindgeno en fibrina. Por otra parte, el papel de la plaqueta para terminar en

agregacion se consideraba un proceso independiente.

A partir de MacFarlane, durante las tres décadas siguientes han tenido lugar multiples
investigaciones, que se dan lugar en 1994 a las publicaciones casi simultdneas de
Schafer (8) y Monroe (9). Ambos autores coinciden para presentar una «nueva cascada»
(Figura 5), que ha sido aceptada internacionalmente, como demuestra el documento
reciente de la Task Force de la Sociedad Europea de Cardiologia (6).

Las aportaciones a la cascada clasica son las siguientes:

1. El complejo formado por el factor tisular y el factor VII participa en la activacion del
factor IX, por lo que las dos vias de la coagulacidn, intrinseca y extrinseca, van unidas
casi desde el inicio del proceso.

2. El proceso completo no se realiza de forma continua, sino que son precisas tres fases
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consecutivas; inicial, de amplificacién y de propagacion. En las dos tltimas participan

activamente la plaqueta y la trombina.
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Figura 4 Concepto clasico de la cascada de coagulacion. La coagulacion se puede
desencadenar por dos mecanismos independientes, la via extrinseca o la intrinseca,
que convergen en una via comun, y dan lugar a la generacion de trombina, lo cual
generard una malla insoluble de fibrina que estabilizara el tapon plaquetario formado.
Los mecanismos fibrinoliticos, mediados por la plasmina, degradaran esta malla de
fibrina (7).

APC=Activated Protein C, AT=Antitrombina, FDP=Fibrin Degradation Products,
SK=Streptokinasa, TAFI=Thrombin Activable Fibrinolysis Inhibitor, TFPI=Tissue

Pathway Inhibitor, tPA=Tissue Plasminogen Activator, UK=Urokinasa
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SUBENDOTELIO

Figura 5 El actual modelo de la coagulacion propone un desencadenamiento de la
cascada de coagulacion en tres fases: iniciacion (I), amplificacion (II) y
propagacion (IIl). En la fase de iniciacion, desencadenada tras la exposicion de
FT, se produce una pequeiia cantidad de trombina que permite, en la siguiente fase
de propagacion (I), activar plaquetas y los factores V,VIII y XI en la membrana de
las plaquetas activadas. En la fase de amplificacion (IIl), el ensamblaje de
complejos tenasa y protrombinasa produce un gran aumento de la trombina
generada, y por tanto la generacion de fibrina en la zona lesionada que estabilizard

el tapon hemostdtico (6).

Fase inicial

El complejo factor tisular-factor VII, de forma directa e indirectamente a través del
factor IX, activa inicialmente el factor X transformando pequefias cantidades de
protrombina en trombina, que son aun insuficientes para completar el proceso de

formacion de la fibrina (10).
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Fase de amplificacion

La trombina asi formada, junto con el calcio de la sangre y los fosfolipidos acidos que
provienen de las plaquetas, participa activamente en un proceso de retroalimentacion
para la activacion de los factores XI, IX, VIII y V y, de forma especial, para acelerar la
activacion de las plaquetas. Simultdneamente, por mecanismos quimiotacticos, los
factores mencionados son atraidos a la superficie de las plaquetas donde tienen lugar de

forma muy rapida importantes procesos de activacion y multiplicacion (10).

Fase de propagacion

La amplificacion del proceso por mecanismos de retroalimentacion entre trombina y
plaqueta y la activacion de todos estos factores permiten activar grandes cantidades del
factor X y formar el complejo protrombinasa para convertir la protrombina en trombina
y, a expensas de ésta, el fibrindgeno en fibrina. El proceso final, siempre en la superficie
de la plaqueta, se acelera para generar de forma explosiva grandes cantidades de

trombina y fibrina (10). (Figura 6).

Figura 6 (10): Micrografias obtenidas por microscopia electronica de barrido
de segmentos vasculares perfundidos con sangre entera durante 10minutos.
A)Las plaquetas (P) se depositan sobre el subendotelio (SE) expuesto, mientras
paralelamente se forma una malla de fibrina (F) que estabiliza el tapon
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Papel de las plaquetas

Aunque las plaquetas son los principales elementos celulares que intervienen en la
hemostasia, otras células sanguineas, como los eritrocitos y los leucocitos también
juegan un papel importante en el proceso. Incluso las microparticulas procedentes de
estas células, que tradicionalmente se habian considerado “platelet’s dust” desempenan
un papel fundamental en los nuevos modelos de hemostasia como transportadoras de FT

circulante (Figura 7) (11).

Eritroci lto
Leucocito

Subendoleho

Figura 7 En condiciones fisiologicas la sangre circula sin interaccionar con la
pared de los vasos. Cuando se produce una lesion vascular, se activan los
mecanismos hemostdaticos mediados por las plaquetas y el sistema de
coagulacion, pero en los que también intervienen los leucocitos, los eritrocitos y

microparticulas de origen diverso (8).

La activacion plaquetaria altera la permeabilidad de la membrana y permite la entrada

del calcio y la salida de sustancias quimiotacticas, que atraen a los factores de la
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coagulacion a su superficie.

La nueva cascada de la coagulacién presenta la formacion de fibrina como resultado
conjunto de dos procesos: coagulacion (representado por la trombina) y actividad de la
plaqueta, que mutuamente se complementan. La inhibicién profunda y combinada de
ambos procesos conduce necesariamente a hemorragias severas, sin embargo, la
combinacion de farmacos inhibidores de ambos procesos en dosis correspondientes al
nivel inferior del rango terapéutico puede conseguir un efecto antitrombotico efectivo
sin riesgo de hemorragias. Los estudios clinicos realizados por el Grupo de Trabajo
Trombosis de la Sociedad Espafiola de Cardiologia con inhibicion moderada de la
protrombina y de la actividad de la plaqueta son un ejemplo de la aplicacion clinica de
la nueva cascada y pueden representar el punto de partida de investigaciones que
encuentren la combinacion y la dosificacion ideales de ambos farmacos para alcanzar el
deseado equilibrio entre prevenir a la vez trombosis y hemorragia.

En las ultimas décadas, se han producido grandes avances en el conocimiento de las
bases moleculares celulares de la formacion del trombo, siendo la terapia anticoagulante
la piedra angular para la prevencion y tratamiento de los trastornos tromboembolicos
(6,9,12).

Los anticoagulantes convencionales, como la heparina no fraccionada (HNF), las
heparinas de bajo peso molecular (HBPM) y los antagonistas de la vitamina K (AVK)
(warfarina y acenocumarol), act@ian sobre multiples factores de la cascada de la
coagulacion.

Las heparinas ejercen su efecto anticoagulante al unirse a la antitrombina (AT) a través
de un pentasacarido, lo que aumenta la capacidad de la AT para inhibir el factor Xa, la
trombina y otros factores.

El efecto anticoagulante de los AVK se alcanza por interferir en la interconversion
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ciclica de la vitamina K y su 2,3 epoxido, lo que lleva a la produccidon hepatica de
factores de la coagulacion parcialmente carboxilados y descarboxilados (VII, IX, X y II)
con la actividad coagulante reducida (13).

Aunque efectivos, estos agentes tradicionales asocian varios inconvenientes, incluyendo
la administracion via parenteral o el necesario control rutinario de la coagulacion para el
ajuste de dosis. Los recientes esfuerzos en la busqueda de nuevos enfoques de la
anticoagulacion se han centrado en uan sola diana terapéutica enzimatica dentro de la
via de la coagulacion, como la trombina y el Factor Xa, de forma que la inhibiciéon de
cualquiera de estas enzimas atente la formacion de fibrina.

Los estudios clinicos en terapia antitrombdtica con antagonistas del receptor GPIIb-IIIa
plaquetario u otros medios profibrinoliticos, no son concluyentes y suelen estar
asociados a una alta incidencia de sangrado.

Por otro lado, los donantes de NO estimulan a la enzima guanilacetilciclasa (GC) que
acelera la formaciéon de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) en guanosina
trifosfato (10).

Si esto sucede en las plaquetas del torrente sanguineo, las plaquetas reducen su
capacidad total y por lo tanto se observan efectos antitromboticos. Si la estimulacion de
la GC se produce en las células del musculo liso de los vasos sanguineos, el resultado es
una vasodilatacién y disminucion de la presion arterial (11). EI GMPc se degrada a
guanosina monofosfato que no tiene los efectos anteriores del GMPc. Este proceso se ve
reforzado por la fosfodiesterasa tipo 5 (PDES) (14).

El sildenafilo es un nuevo farmaco que inhibe la PDES5 y por lo tanto es capaz de
mantener altos los niveles de GMPc celulares. La aplicaciéon combinada de los donantes
de NO y los inhibidores de la PDES5 deberia generar un afecto aditivo (o incluso

superaditivo) con respecto a la inhibicion de la trombosis y /o la reduccion de la presion
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arterial (15).

La trombosis arterial, generalmente formada en areas de alto flujo o flujo turbulento o
en areas de ruptura plaquetaria, se compone de manera primaria de agregados
plaquetarios unidos por puentes de fibrina; tanto la cascada de la coagulaciéon como la
activacion plaquetaria son importantes en la trombogénesis.

La trombosis venosa, por otro lado, se origina en areas de estasis y se compone
principalmente de globulos rojos y fibrina, y en menor medida, de plaquetas; por tanto,
la cascada de la coagulacion juega un papel mucho mas prominente en su etiologia, que
la activacion plaquetaria (16).

La oclusion vascular se produce si el aclaramiento de las plaquetas comienza a
producirse a un ritmo mas rapido que la deposicion. A partir de esta afirmacion se
especula que una capa inicial de plaquetas activadas ligadas al factor de von
Willebrand, tapizaria las capas de la superficie endotelial y los alrededor de la
anastomosis. La agregacion de esta capa con las plaquetas circulantes es poderosamente
inhibida por la glicoproteina IIb / IIla, con cuyo efecto se conseguiria una prevencion de
la oclusion durante estas primeras etapas criticas.

El reimplante de una extremidad amputada, la revascularizacion y la transferencia de
tejido microvascularizado, estdn condicionadas por una variedad de eventos
fisiopatologicos que determinan la permeabilidad de los vasos anastomosados y por
tanto la supervivencia del tejido. Esencialmente la permeabilidad de una anastomosis
vascular esta determinada por factores intraluminares y factores extraluminares, los
cuales pueden reducir el flujo hemadtico al tejido transplantado reduciendo la luz del
vaso, causando la formacion de coagulos en el interior del mismo o pudieran coexistir

ambos mecanismos(16,17):
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a)Factores extraluminares: Son consecuencia de variaciones en la pared vascular o en
el tejido extravascualar. Es importante tener en cuenta que el tejido revascularizado esta
denervado por lo que no tiene una respuesta adecuado a la estimulacion simpdtica. La
manipulacion quirtrgica, el frio o la actividad refleja puede causar espasmo vascular.
La presion del tejido extravascular puede aumentar por edema, por una prolongada
isquemia o por un drenaje venoso inadecuado y producir una presion externa suficiente
como para obstruir el vaso.

El flujo hematico en el tejido transplantado responde a la ley de Laplace y de Hagan
Poiseuille:

Ley de Laplace: P=2T/R

Ley de Poiseuille: F=A P.7.R* /8.n.1

(P= presion intraluminal, T= tension de la pared del vaso, R= radio, F= flujo, AP=
diferencia de presion entre las dos extremidades del vaso, n= viscosidad, 1= largo del
vaso).

La ley de Laplace establece que la presion intraluminal necesaria para mantener el vaso
permeable es directamente proporcional a la presion ejercida del tejido circundante al
tono vascular e inversamente proporcional al radio del vaso (17).

La ley de Hagan Poiseuille establece que el flujo a través de un vaso es proporcional a
la diferencia de presion entre las dos extremidades del vaso (presion de perfusion) y a la
cuarta potencia del radio del vaso e inversamente proporcional a la viscosidad. El hecho
de que el flujo sea proporcional a la cuarta potencia del radio del vaso implica que una
modesta vasoconstriccion, la cual puede verse en el curso de una hipovolemia o
hipotermia ligera, puede causar una dramatica reduccion del flujo hematico en el tejido
reimplantado.

El mantenimiento de un flujo sanguineo adecuado a través de la anastomosis
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microvascular estd determinado basicamente por cuatro requisitos que explicamos a
continuacion: 1. Maxima dilatacion de la anastomosis vascular, 2. Adecuada presion de
perfusion, 3. Adecuado volumen intravascular, 4. Baja viscosidad sanguinea.

Teniendo en cuenta la ley de Laplace y la ley de Poiseuille, se hace evidente que el

primer requisito indispensable para asegurar un flujo adecuado al tejido transplantado
es mantener una dilatacion maxima en los vasos anastomosados; por lo que es esencial

prevenir toda posible causa de vasoconstriccion generalizada (17).

b)Factores intraluminares: Como se explico anteriormente, el flujo hematico es
proporcional a la presion de perfusion, que depende a su vez de la presion sistémica.

Una presion arterial adecuada, varia de un paciente a otro y puede estar en relacion con
una historia de hipertension preoperatoria, con la edad, el volumen intravascular y la
existencia o no de arteriosclerosis. Si la presion arterial desciende por debajo de este
valor adecuado, se produce una disminucion de la presion de perfusion con una
estimulacion del sistema renina-angiotensina y del sistema de la vasopresina, con la

consecuente vasoconstriccion generalizada. Por lo que el segundo y tercer requisito

para asegurar un adecuado flujo hematico al tejido transplantado son: el mantenimiento
de una adecuada presion de perfusion y el mantenimiento de un adecuado volumen
intravascular (18).

La viscosidad de la sangre es otro factor determinante y depende principalmente del
hematocrito, una reduccion del mismo (hemodilucion normovolémica) aumenta el flujo
hematico a través de las anastomosis. Otros factores que pueden influir en la viscosidad
de la sangre son: incremento en el plasma del fibrindogeno y macroglobulinas e infusion
de fluidos de alto peso molecular.

El cuarto requisito para asegurar un adecuado flujo hematico al tejido injertado es
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mantener una baja viscosidad sanguinea y esto puede lograrse reduciendo el nivel del
hematocrito entre un 25 % y un 30 % (18) .

La trombosis es probablemente el factor intraluminal méas importante de compromiso
del flujo hematico en el vaso anastomosado, con una frecuencia de aparicién entre un
10 % a un 20% de los casos (16). El evento desencadenante es una lesion oculta de la
intima del vaso que causa una agregacion plaquetaria y por ende una obstruccion
vascular. Estan implicados en este evento numeroso mediadores liberados por la célula
endotelial o hematica como son: ATP, serotonina, factor plastrinico, metabolitos del
acido araquidonico, factor humoral (endotelina). Cuando este fendmeno se establece, el
flujo sanguineo no puede ser reestablecido ni ain después de una eficaz revision de la
anastomosis (fenémeno de no reflujo).

Por lo que el quinto requisito para mantener la permeabilidad vascular es prevenir la
adhesion y la agregacion plaquetaria a la pared vascular a través de medidas mecanicas

y farmacologicas (19).

2.2.3. VASOESPASMO
El endotelio vascular ejerce multiples funciones: a) Constituye una barrera entre la
sangre y las FMLV (fibras musculares lisas vasculares) que impide el paso de
macromoléculas y elementos formes de la sangre. b) Regula el tono vascular a través de
la liberacion de sustancias vasoconstrictoras (Angiotensina II, catecolaminas,
vasopresina, tromboxano A, serotonina, trombina, endotelinas, anién superoxido y /o
vasodilatadores (NO, EDREF, prostaglandina E,, histamina. Adenosina, factor
natriurético atrial, heparinas). ¢) Modula el crecimiento y remodelado de los vasos
sanguineos al liberar factores de crecimiento (PDGF, FGFs, TGFBI1, endotelial-

ECDGF, epidérmico-EGF, insulin-like, endotelinas, angiotensina II) que ademas
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presentan efectos vasoconstrictores. En general, los factores vasoconstrictores de
origen endotelial también ejercen efectos troficos, mientras que los factores
vasodilatadores inhiben el crecimiento celular. d) Mantiene la fluidez sanguinea al
liberar sustancias con propiedades anticoagulantes (trombomodulina, heparan-sulfato),
fibroliticas (activador tisular del plasminogeno, inhibidor del activador del
plasmindgeno-PAI, fvW) e inhibidoras de la activacion plaquetaria (NO, PGIL).
e) Finalmente, el endotelio libera otras sustancias tales como el factor de agregacion
plaquetaria-PAF, molécular de adhesion para leucocitos y enzimas antioxidantes (20).
La relajacion de la fibra muscular lisa como componente estructural activo de la pared
vascular da origen a una directa vasodilatacion. El agente que desencadena este proceso
fue en un principio conocido como el factor de relajacion derivado del endotelio
(EDRF), descubierto por Furchgott y Zawadzki en 1980 (21). Este factor es producido
por la célula endotelial como consecuencia de estimulos fisiologicos, del estrés o de los
estimulos quimicos que in vivo puedan ejercer la acetilcolina y/o la bradiquinina sobre
sus respectivos receptores en la pared endotelial.

Tras comprobarse que el EDRF influia sobre el tono vascular general y en particular en
el flujo sanguineo cerebral, se demostré que este factor tenia las mismas caracteristicas
funcionales que el NO o las de un compuesto estrechamente relacionado con ¢l (22,23),
demostrandose también que el NO era producido por una familia de enzimas que se
llamarian las 6xido nitrico sintasas (NOS). Actualmente estd comprobado que el NO es
sintetizado por la NOS, enzima que es de suma importancia cuando se trata de proteger
los vasos sanguineos (24).

El 6xido nitrico, cuya estructura quimica es NO, es un gas soluble, altamente lipofilico,
el cual es sintetizado por las células endoteliales, macrofagos y algunas neuronas. Es un

muy importante mediador intracelular y extracelular. Induce la enzima guanilato ciclasa

42



Introduccién

(GC), la cual produce GMPc, que es la responsable tltima de la relajacion del musculo
liso, lo que provoca acciones bioldgicas como la vasodilatacion y la broncodilatacion.
El NO es una de las moléculas mas pequefias y simples que han sido sintetizadas. Es un
gas inorganico, sin color ni radicales libres, con siete electrones derivados del nitrogeno
y ocho electrones derivados del oxigeno, mas un electron impar. Al igual que algunos
péptidos intestinales, el NO forma parte del proceso de tumefaccién de los tejidos
clitoridianos durante la estimulacion sexual (25).

El NO producido por las células endoteliales es esencial en el proceso de relajacion de
los vasos sanguineos. En condiciones fisioldgicas, la relajacion ocurre cuando los
receptores de membrana de las células son activados por estimulos de moléculas
solubles, incluyendo acetilcolina, bradiquinina, ADP, sustancia P, serotonina, etc., o
cuando el desgaste de las células circulantes sobre las capas endoteliales aumenta,
activando la enzima NOS endotelial (e-NOS), la cual produce NO (24). La e-NOS esta
estratégicamente sujetada a la membrana de la célula endotelial, favoreciendo la
presencia de grandes cantidades de NO cerca de la capa muscular de los vasos y células
sanguineas. En respuesta a los agonistas, como la bradiquinina, hay una fosforilacion de
la e-NOS, determinando su translocacion hacia el citosol.

El NO producido en las células endoteliales es movido a las células musculares y al
lumen vascular. La rdpida difusion y la facilidad con la que esta molécula entra en otras
células, debido a su pequeno tamafio y lipofilia, son importantes para el entendimiento
de sus actividades bioldgicas. Dentro de la célula muscular, el NO interactia con el
hierro de la enzima GC, llevando a la alteracién de su conformacion, activandola (GCa).
La GCa cataliza la salida de dos grupos fosfatos de la molécula guanosin trifosfato, lo
que resulta en GMPc. El aumento de los niveles de GMPc en las células del musculo

genera su relajacion (25).
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El NO es un radical libre del nitrégeno con un electrén no apareado en su orbital
externo producido por un grupo de enzimas conocidas como 6xido nitrico sintasas o
NOS. En las arterias, la vasodilatacion consecutiva a mediadores enddgenos como acetil
colina y bradiquinina depende de la liberacion endotelial de NO; la remocion del
endotelio determina la ausencia del efecto vasodilatador. Asimismo, los nitritos y
nitratos y la nitro- glicerina, son compuestos que, metabolizados por las estructuras
vasculares, finalmente liberan NO y asi ejercen su actividad vasodilatadora (24). En
otros tejidos el NO ejerce funciones diversas como regulador de la sinapsis, modulador
de la respuesta hipofisaria, antiagregante plaquetario, modulador de la filtracion
glomerular, inductor de la ereccién peneana e integrante de la respuesta inmune asi
como en la fisiologia del dolor y en la osteogénesis.

El vasoespasmo es una de las principales causas de necrosis isquémica en cirugia
reconstructiva con injertos fasciocutaneos y musculocutaneo, no estando claro el
mecanismo patogénico de generacion.

Sigue siendo dificil determinar el agente farmacoldgico ideal para la prevencion y / o el
tratamiento del vasoespasmo del injerto.

El efecto de los productos de la ciclooxigenasa en la vitalidad de la isla de piel del
injerto no esta aclarada. Se ha documentado, que por via intravenosa la infusion de
prostaciclina (PGI,) no aumenta la perfusion distal o la viabilidad de la piel del injerto
microvascularizado en un modelo de cerdo (26), pero no existen hasta el momento

estudios clinicos comparativos.
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2.3. AGENTES ANTITROMBOTICOS
2.3.1. VASODILATADORES
Con respecto al mecanismo de relajacion, los donantes de 6xido nitrico, la papaverina,

el nifedipino, y la lidocaina son farmacos espasmoliticos de uso comun.

2.3.1.1.Donantes de 0xido nitrico (nitratos organicos)

Los donantes de NO, también denominados nitratos, son moléculas productoras de
6xido nitrico o que controlan su producciéon. El aumento de 6xido nitrico da lugar a un
aumento de la estimulacion de la guanilato ciclasa con el consiguiente incremento de
GMPc (23).

Si esto sucede en las plaquetas del torrente sanguineo, las plaquetas reducen su
capacidad total y por lo tanto se observan efectos antitromboticos. Si la estimulacion de
la GC se produce en las células del musculo liso de los vasos sanguineos, el resultado es
una vasodilatacién y disminucion de la presion arterial (24). EI GMPc se degrada a
guanosina monofosfato que no tiene los efectos anteriores del GMPc. Este proceso se ve

reforzado por la fosfodiesterasa tipo 5 (PDE 5) (25).

2.3.1.1.1. Trinitrato de glicerilo o Nitroglicerina
Es el mas conocido de los farmacos de este grupo.
La nitroglicerina, cuyo nombre IUPAC es 1,2,3-trinitroxipropano, es un compuesto
organico, que se obtiene mezclando &4cido nitrico concentrado, acido sulfurico y
glicerina. Su férmula molecular es C3HsN3Oq . El resultado es altamente explosivo. Es
un liquido a temperatura ambiente, lo cual lo hace altamente sensible a cualquier
movimiento, haciendo muy dificil su manipulacidon, aunque se puede conseguir una

estabilidad relativa afadiéndole algunas sustancias, como el aluminio.
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La nitroglicerina libera NO, que interactiia con la guanilato ciclasa soluble para elevar
el concentracion intracelular de GMPc, que a su vez media la relajacion del musculo
liso vascular.

En términos generales, la administracion de nitroglicerina est4 indicada en las siguientes

patologias (26):

Tratamiento de la fase aguda de la angina de pecho.

- Tratamiento y profilaxis de la angina de pecho estable.

- Tratamiento del post-infarto y fase aguda del infarto.

- Tratamiento coadyuvante de la insuficiencia cardiaca congestiva asociada a
IAM.

- Crisis de HTA durante los procesos quirtrgicos, especialmente en cirugia
cardiovascular.

- Hipotension controlada.

- Insuficiencia ventricular izquierda congestiva.

Edema agudo de pulmoén.

En microcirugia , el uso de la nitroglicerina no esta aceptado. Su utilidad como agente
vasodilatador topico no estd descrito y su aplicacion en cirugia reconstructiva estaria en
el campo del manejo anestésico, para el control de la perfusiéon microcirculatoria y de la
volemia durante el periodo intra y postoperatorio.

El uso de farmacos vasoactivos ocasiona diferentes cambios en la microcirculacion al
actuar sobre receptores alfa-1 y alfa-2, reflejado su efecto en la resistencia vascular
sistémica que afecta la perfusion en la microcirculacion del colgajo y el gasto cardiaco.
Se ha estudiado el uso de la nitroglicerina y de la fenilefrina en cerdos sometidos a
microcirugia con colgajos del dorsal ancho e implante en miembro inferior,

documentando con el uso de la nitroglicerina en infusion, una disminucion del 30% en
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la presion arterial media y la resistencia vascular sistémica sin afectar el gasto cardiaco,
pero disminuyendo el flujo sanguineo y microcirculatorio al colgajo al aumentar en un
20% la resistencia vascular del colgajo (26).

Por ello, el uso de Ila nitroglicerina en microcirugia con injertos libres
microvascularizados estaria contraindicada.

Los resultados obtenidos de el estudio de Zhang, et al. (27) indican ciertamente que la
nitroglicerina es un vasodilatador potente para resolver el vasoespasmo tanto en las
arterias como en las venas MCP durante la cirugia. Sin embargo, seria de gran interés la
investigacion de la eficacia de la nitroglicerina como agente profilactico en la en la
prevencion del vasoespasmo perioperatorio, sabiendo que el pico de maximo riesgo

para el vasoespasmo y la trombosis ocurre dentro de las primeras 24-48 h tras la cirugia.

2.3.1.1.2. Molsidomina (3- morfolinosidnonimina)

El efecto de larga duraciéon del farmaco molsidomina ha demostrado en estudios
experimentales, reducir el tamafio del infarto miocardico al administrarse de forma
previa o tras los sintomas cardiacos. Esto se debe a su mecanismo de accidon, que al
liberar de su molécula oxido nitrico, incluye la dilatacion de los capilares con
disminucion del retorno venoso, de la precarga, disminucion del tamafio cardiaco asi
como un descenso del consumo del oxigeno.

La relajacion de las arterias conductoras miocéardicas estenosadas, aumenta la perfusion
de las zonas de miocardio en riesgo de infarto debido a una mayor circulacion colateral.
El incremento en el suministro sanguineo regional favorece la nutricion de los musculos
cardiacos, predominantemente a nivel subendocardico como resultado de la reduccion
de la presion extravascular y de la resistencia coronaria. La frecuencia y la

contractilidad cardiaca estable, favorezcen un mejor funcionamiento del corazéon. La
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inhibicion de la agregacion plaquetaria in vivo por molsidomina o de sus metabolitos
activos, SIN-1 y 1A-SIN, esta vinculada a la estimulacion de la sintesis de prostaciclina,
inhibicion de la liberacion de tromboxano con la inducciébn de trombosis y
vasoconstriccion que éste general, y el incremento en la concentracion de GMPc.

De forma experimental, la eficacia hemodindmica de molsidomina puede ser
contrarrestada por las catecolaminas (efectos en la postcarga) y dihidroergotamina

(efecto en la precarga y la postcarga), respectivamente (28).

2.3.1.2.Papaverina
Es un espasmolitico de uso comun, alcaloide del opio, que ejerce una accion directa
sobre el musculo liso vascular, probablemente por una inhibicion de la fosforilacion
oxidativa y del flujo de calcio durante la contraccién muscular (29).
La papaverina se sabe que inhibe la fosforilacion oxidativa y aumenta la acumulacion
intracelular de AMPc y GMPc en las células del musculo liso vascular por la inhibicion
de la degradacion de AMPc y GMPc por las PDE de nucleotidos ciclicos (30). La
disminucion del AMPc y GMPc acumulado, disminuye el [Ca*']i y la sensibilidad de la
actividad contractil de las células del musculo liso vascular.
Se ha demostrado que la aplicacion topica de papaverina resulta en un aumento del flujo
sanguineo en la arteria mamaria en el hombre y en la arteria carétida de conejo después
de anastomosis microvasculares (30,31).
La administracion sistémica ha demostrado invertir el vasoespasmo cerebral y de la
arteria mamaria interna (30) en el hombre y el vasoespasmo experimental en la arteria
basilar de perros después de una hemorragia subaracnoidea.
Sin embargo, estudios como el de Gao et al., (32) sugieren que la papaverina podria

tener efectos perjudiciales en los tejidos vasculares.
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Gao et al. (32) estudiaron el efecto de la papaverina en segmentos de arteria mamaria
interna humana en pacientes en los que el injerto arterial se utilizd para bypass
coronario. Los autores encontraron que al aplicar acetilcolina en los vasos tratados con
papaverina, empeora de forma significativa la funcion endotelial, con una disminucién
de la capacidad arterial de relajacion dependiente del endotelio. En cambio, al aplicar
adrenalina o U46619 (agonista del tromboxano A2), la capacidad contratil del vaso no
disminuyo.

Gao et al. (32) concluyen que el trastorno de la relajacion dependiente del endotelio esta
relacionado con la induccion en la apoptosis de las células endoteliales.

La influencia de la papaverina sobre la contractilidad del musculo liso es diferente de la
influencia que ejerce sobre el endotelio, donde podria existir una asociacion entre una
alteracion de la respuesta de relajacion dependiente del endotelio y la presencia de
células apoptoticas debida al tratamiento papaverina. Esta diferencia podria estar
relacionada con la relativa abundancia de células musculares lisas en la pared de los
vasos sanguineos en comparacion con las células endoteliales, que consisten de una sola
capa de células, de modo que la consecuencia funcional del dafio es mas inmediata y
obvia en las células endoteliales que en las células musculares lisas.

La papaverina puede utilizarse en diferentes vias de administracion: inyeccion
periarterial alrededor del pediculo, intraluminal o administracion topica en el pediculo
lavando con el farmaco y colocando sobre los vasos una gasa empapada con papaverina
(33).

Aunque Takeuchi et al. (34) y otros autores (35) han demostrado que la inyeccion de
papaverina puede aumentar las tasas de flujo de la arteria mamaria interna, ni en nuestro
estudio ni en la practica clinica usamos la papaverina intraluminal, al considerar que su

naturaleza 4cida puede causar dafio celular endotelial, ademas de una posible lesion
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mecdénica en la capa endotelial.

2.3.1.3.Nifedipino
El nifedipino causa vasodilatacion al bloquear la entrada de Ca>" extracelular a través de
los canales de Ca ** tipo-L.
El principal efecto de los farmacos bloqueantes de los canales de calcio es la
vasodilatacion por el descenso del tono del musculo liso vascular y el descenso de la
contractilidad del musculo cardiaco. Ademas, el nifedipino disminuye la agregacion
plaquetaria y reduce la extension del dafio celular de las células viables al bloquear el
flujo del calcio intracelular (36).
El nifedipino es un bloqueante selectivo de los canales de calcio, que ha demostrado
provocar un bloqueo completo del componente a, de la vasocontriccion (37).
La mayor parte de las células musculares lisas son dependientes del flujo
transmembrana de calcio tanto para el mantenimiento del tono en reposo como para la
respuesta contractil (38). La literatura publicada hasta el momento documenta
resultados contradictorios y poco concluyentes con respecto al efecto antiagregante y
vasodilatador del nifedipino en anastomosis microquirargica: los estudios de Emery et
al. (39) y de Miller et al. (40) mostraron la ausencia de beneficio en la supervivencia de
injertos cutdneos mientras que estudios posteriores (41,42) mostraron una mejoria en la
supervivencia de injertos cutaneos en ratas. El ultimo estudio publicado sobre la utilidad
de este farmaco en microcirugia (48) concluye que la administracion de nifedipino por
via intravenosa en un modelo experimental de rata, no genera un efecto estadisticamente
significativo en la mejoria de la permeabilidad de la anastomosis con respecto al grupo

control.
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2.3.1.4.Lidocaina
La lidocaina es un anestésico local que actia estabilizando la membrana celular. Su
mecanismo de accion se basa en la relajacion o contraccion del musculo liso de la pared
vascular segliin la dosis administrada. Los efectos vasoconstrictores de la lidocaina en
las arterias y venas humanas in vitro se han descrito en la literatura (43,44) y las
concentraciones séricas de lidocaina al 2 x 10> M producen constriccion periférica en
humanos .
Su efecto vasodilatador puede ser en parte debido a su efecto inhibidor sobre los nervios
simpaticos locales y el bloqueo de canales de Na', conduciendo a una disminucion de la
concentracion intracelular de Na®, que a su vez reduce la concentracién de [Ca®" 11, lo
que resulta en la vasodilatacion.
Otros estudios confirman la capacidad de la lidocaina para prevenir la isquemia, en
relacion a su concentracion. Estos resultados estan de acuerdo con los anteriores in
vitro, asi como otros estudios in vivo que demuestran que las propiedades
vasodilatadoras de la lidocaina son concentracion-dependientes. Las concentraciones
bajas producen vasoconstriccion y vasodilatacion las altas (43).
El efecto rebote de la lidocaina topica tras isquemia inducida, con una primera fase de
vasodilatacion parcial seguida de vasoconstriccion del vaso, se observo en las arterias
humanas y venas en vitro (43,44).
Esta contraccion vascular puede ser de importancia clinica en microcirugia cuando la
vasodilatacion inicial puede estar seguida por una disminucion de la perfusion del

colgajo.
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2.3.2. ANTIAGREGANTES PLAQUETARIOS
Como antiagregante plaquetario fundamentalmente se encuentra la aspirina (AAS) y los

inhibidores de la glicoproteina IIb/Il1a:

2.3.2.1.Aspirina

La aspirina es, practicamente desde su introduccion, el farmaco mas popular del mundo.
La aspirina por medio de la inactivacion de la enzima ciclooxigenasa (por reaccion de
acetilacion), disminuye los metabolitos derivados del metabolismo del 4cido
araquidonico, incluido el tromboxano, un potente agregante plaquetario y
vasoconstrictor; y la prostaciclina, un potente vasodilatador e inhibidor de la agregacion
plaquetaria.

Con respecto a su indicacién como anticoagulante, la dosis 6ptima de AAS para generar
una inhibicién selectiva del tromboxano, conservando la funcion de la prostaciclina, no
estd clara; sin embargo, se postula que dosis bajas de aspirina con recubrimiento
entérico (50-100mg), inhibe la produccion de tromboxano por la ciclooxigenasa
plaquetaria, con minimo efecto sobre la prostaciclina (45). La dosis minima necesaria
para la supresion completa del tromboxano en humanos ha sido documentado de 100
mg, aunque esta dosis documentada en la literatura no estd basada en el peso del
paciente (46).

A dosis altas, tanto el tromboxano como la prostaciclina sufren inhibicién, y es probable
que los beneficios producidos a estas altas dosis (dosis de hasta 1300 mg/dia) se deban a
que los beneficios de inhibir el tromboxano superan al detrimento de la inhibicion de la
prostaciclina.

Dosis bajas de AAS (81-325mg) han demostrado efectividad en la reduccion de ictus,

infarto de miocardio, y muerte entre el dia 30 y los 3 meses tras endarterectomia (47).
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Los efectos secundarios del AAS incluyen el sangrado, gastritis y fallo renal (48). La
eficacia de la aspirina a bajas dosis en la prevencion de enfermedades cardiovasculares
estd bien establecida (49), pudiendo generar estas dosis tan reducidas la “falsa”
impresion de que la aspirina a bajas dosis es segura y que apenas origina lesiones
significativas en el tracto gastrointestinal. Sin embargo, los datos disponibles sefialan
que, aun a estas dosis, la aspirina tiene un efecto toéxico sobre la mucosa gastrointestinal
y que los pacientes que la utilizan presentan un riesgo mdas elevado de padecer

complicaciones gastrointestinales, especialmente hemorragia digestiva (48).

2.3.2.2.Inhibidores de la Glicoproteina I1b/Il1a
La glicoproteina IIb / Illa es el receptor mas abundante sobre la superficie de las
plaquetas.
Ching et al. estudiaron el efecto del antagonista SR121566A de la glicoproteina IIb /
IIla en la prevencion de la trombosis de la anastomosis arterial en un modelo
experimental en conejo (50). El estudio encontrd que tanto el antagonista de la
glicoproteina IIb / Illa como la heparina, mejoraban significativamente la tasa de
permeabilidad, en comparacion con los controles de solucion salina.
Yates et al. (51) del mismo modo, evalu6 el efecto del antagonista de la glicoproteina
IIb / IIa, tirofiban, en la prevencion de la trombosis en modelo experimental en ratas.
El estudio encontré una mejoria significativa en las tasas de permeabilidad con el
tirofiban como irrigante local en comparacion con la irrigacion de la anastomosis con
Ringer lactato (control).
Ademas, el estudio demostro que era mds eficaz el efecto antitrombodtico cuando se
combind tirofiban con heparina, en comparacion con la heparina o lactato Ringer solo.

Aunque no hubo diferencia estadisticamente significativa entre el grupo del tirofiban y
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el de tirofibAn mas heparina, el estudio demostrd una significativa mejora de la tasa de
permeabilidad con el efecto combinado de tirofiban y heparina por via topica como

irrigacion.

2.3.3. ANTICOAGULANTES

En las ultimas décadas, se han producido grandes avances en el conocimiento de las
bases moleculares celulares de la formacion del trombo, siendo la terapia anticoagulante
la piedra angular para la prevencion y tratamiento de los trastornos tromboembolicos
(49,52).

Los anticoagulantes convencionales, como la heparina no fraccionada (HNF), las
heparinas de bajo peso molecular (HBPM) y los antagonistas de la vitamina K (AVK)
(warfarina y acenocumarol), act@ian sobre multiples factores de la cascada de la

coagulacion.

2.3.3.1.Heparina

La heparina no fraccionada se trata molecularmente de un glucosaminoglicano
(GAG) que posee la carga mas electronegativa de todas las macromoléculas bioldgicas
identificadas.

Tiene actividad equivalente sobre la trombina y el factor Xa. La heparina se liga a un
residuo de lisina de la AT III y, de ese modo, altera su configuracion, acentuando
substancialmente su avidez por la trombina. La heparina, asi, aumenta la potencia
inhibitoria de la antitrombina IIT en casi 1000 a 2000 veces (53,54). La heparina es
efectiva en la prevencion de la trombosis, sin embargo, el riesgo de hematoma y
sangrado son complicaciones significativas que limitan su uso rutinario a la

administracién de un bolo intraoperatorio junto con su utilizacién como agente topico
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de irrigacion.
Pugh et al. (56) demostraron este hecho ante su alta tasa de hematoma documentada
(66%) en su estudio retrospectivo de reconstruccion de miembro inferior, cuando era
utilizada tanto de forma sistémica sola como en combinacién con otros agente
antitromboticos.
Por otro lado, pese a que la administracion sistémica de heparina y su neutralizacion por
la protamina son rutinariamente utilizadas en microcirugia y cirugia cardiovascular, la
trombocitopenia inducida por la heparina y por la trombosis, y quiza otras condiciones
clinicas, pueden constituir indicaciones para otras abordajes, que incluyen el uso de

drogas alternativas, como la hirudina recombinante (56).

La heparina de bajo peso molecular tiene menos de 18 monosacaridos, se prepara a
partir de la heparina no fraccionada por medio de separacion fisica de cadenas de peso
molecular bajo y se administra exclusivamente por via subcutanea; no tiene absorcion
intestinal y también se une a la antitrombina pero luego produce una inactivacion de la
fase de propagacion de la cascada a través de la inhibicion del Factor Xa.

Las heparinas de bajo peso molecular tienen la secuencia pentasacarida fundamental,
pero carecen de los 13 residuos de azlcar adicionales que se necesitan para alcanzar el
dominio de union de la heparina y, por consiguiente, no inhiben la trombina, aunque si
el factor Ila. Las heparinas de bajo peso molecular se describen por su cociente anti-

Xa/anti-I1a (52).

2.3.3.2.Antagonistas de la vitamina K
El efecto anticoagulante de los AVK se alcanza por interferir en la interconversion

ciclica de la vitamina K y su 2,3 epoxido, lo que lleva a la produccion hepatica de

55



Introduccién

factores de la coagulacion parcialmente carboxilados y descarboxilados (VII, IX, X y II)
con la actividad coagulante reducida (57).

Aunque efectivos, estos agentes tradicionales asocian varios inconvenientes, incluyendo
el necesario control rutinario de la coagulacion para el ajuste de dosis. Los recientes
esfuerzos en la busqueda de nuevos enfoques de la anticoagulacion se han centrado en
una sola diana terapéutica enzimatica dentro de la via de la coagulacion, como la
trombina y el Factor Xa, de forma que la inhibicién de cualquiera de estas enzimas
atenue la formacion de fibrina.

La inhibiciéon de la protrombina mediante firmacos antagonistas de la vitamina K
(warfarina, acenocumarol) es la terapia mas utilizada en la prevencidon croénica de
procesos tromboticos, como se documenta en el trabajo de Navarro et al. (13). Esta
publicacion, realizada por excelentes unidades especializadas en el control
anticoagulante, ilustra la dificultad habitual de mantener de forma permanente el nivel
de inhibicion de la coagulacion que evite fendmenos trombdticos. Ilustra también cdmo
la inhibicion excesiva de un solo factor de la cascada (protrombina) expone al enfermo
a hemorragias graves o fatales. La utilizacion del acenocumarol en Espafia (Sintrom™)
supone una dificultad afiadida debido a la insuficiente dosificacion comercial, que no

permite al enfermo tomar todos los dias la misma dosis.

2.3.3.3.Inhibidores del factor Xa
El factor Xa se ha convertido en una prometedora diana para una anticoagulacion
eficaz, ya que se coloca en el punto de convergencia de la via intrinseca y extrinseca
vias de la coagulacion.
Se han desarrollado varios agentes orales que atacan especificamente el factor Xa, y el

Rivaroxaban es uno de los agentes en ultima fase de desarrollo clinico.
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En condiciones normales, el endotelio actia como una barrera que separa el FT del
Factor VIla que fluye en la sangre. Sin embargo, el FT también estd presente en la
sangre circulante, y juega un papel importante en la iniciacion de la coagulacion cuando
la lesion del vaso esta limitada a la activacion del endotelial (45). El factor tisular se une
en la circulacion al factor VIla, formando el complejo FT-Factor VIla, que activa los
factores [X y X.
La inhibicion del Factor Xa requiere mayor atencion. El factor Xa convierte pequefias
cantidades de protrombina en trombina. La trombina amplifica la cascada de la
coagulacion mediante la activacion del factor V y factor VIII (en la superficie de las
plaquetas activadas).

2.3.3.4.Tromboliticos
Los agentes tromboliticos incluyen el activador tisular del plasmindgeno, la uroquinasa
y la estreptoquinasa.
El activador del plasmindgeno de tipo tisular, un agente trombolitico local activo, ha
mostrado resultados prometedores en modelos de animales y en el tratamiento de
anastomosis en microcirugia clinica (58).
La estreptoquinasa y la uroquinasa se han utilizado también, con buenos resultados, en
terapia trombolitica local.
Schubert et al. describi6 el primer uso de la estreptoquinasa intraoperatoria para salvar
un colgajo libre, utilizando 7.500 unidades de estreptoquinasa y drenando el afluente
venoso para evitar los efectos sistémicos (59).
Para un trombo establecido, la uroquinasa intraarterial ha demostrado una mejoria
estadisticamente significativa en la permeabilidad, frente a la heparina o el dextrano
(60).

Los riesgos de hemorragia secundaria a los agentes liticos deben considerarse
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cuidadosamente antes de su uso, pero pueden ser minimizados por medio de la descarga

del efluente venoso sistémico para prevenir la exposicion al agente.

2.3.4. EXPANSORES PLASMATICOS

2.3.4.1.Dextrano
Polisacéarido heterogéneo sintetizado a partir de sacarosa por la bacteria Leuconostoc
mesenteroides, se produce como polimero de 40 a 70 kDa.
Sus cinco mecanismos de accion incluyen a) el aumento de la electronegatividad en las
plaquetas y el endotelio, lo que impide la agregacion plaquetaria, b) modificar la
estructura de la fibrina, lo que hace mas susceptible a la degradacion; c) la inhibicion de
antiplasmina alfa-2 y, posteriormente, la activacion del plasmindgeno, d) disminucion
del factor VIII y factor von Willebrand, lo que disminuye la funcidon plaquetaria, 5.
modificacion de las propiedades reoldgicas de la sangre actuando como un expansor de
volumen.
En anastomosis microvasculares, un solo bolo preoperatorio de dextrano ha demostrado
mejorar la permeabilidad en el periodo postoperatorio inmediato (61,62), sin embargo,
su efecto a largo plazo sobre la permeabilidad es discutible, segiin lo determinado de
resultados contradictorios en la literatura.
El estudio de Disa et al. (63), uno de los tres unicos estudios prospectivos existentes
con respecto a antitrombdticos en microcirugia, compard tres regimenes de profilaxis
antitrombotica en cirugia de cabeza y cuello con dosis diferentes de dextrano y aspirina.
Los resultados concluyeron que no existian diferencias estadisticamente significativas
entre ambos antitromboticos, pero la tasa de complicaciones sistémicas fue
considerablente mayor con el dextrano, sobre todo el riesgo de anafilaxia, por lo que su

uso en microcirugia no esta justificado.
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2.4. VEHICULOS PARA ANTITROMBOTICOS
2.4.1. REQUISITOS DE LOS VEHICULOS DE AGENTES
ANTITROMBOTICOS
El objetivo de cualquier sistema de administracion de medicamentos es proporcionar las
cantidades terapéuticas de la droga en el sitio adecuado del organismo, para alcanzar

rapidamente y mantener la concentracion deseada del farmaco (64).

Los requisitos del vehiculo ideal para los firmacos antitromboéticos seria aquel que
cumpla las siguientes caracteristicas:

1. Estructura porosa uniforme y estable que permita la distribuciéon homogénea del

farmaco en su interior.

2. Tamaio de poro armonioso con gran area superficial

3. Propiedades de superficie bien definidas

4. Gran cantidad de poros que permitan la insercion de la droga.

5. Liberacion sostenida del farmaco de forma reproducible y predecible.

6. Mejora de la solubilidad del farmaco.

7. No alteracion de las propiedades farmacodinamicas del farmaco

8. Ausencia de propiedades tromboembodlicas.
Para obtener dicho propdsito, se han disefiado diferente sistemas de liberacion o
vehiculos de farmacos, que aportan un siministro de la droga en el lugar donde ésta
debe ejercer su accion.

2.4.2. TIPOS DE VEHICULOS PARA LA ADMINISTRACION DE

FARMACOS

Los tipos de vehiculos de farmacos actualmente disponibles en el mercado son:

- Pegamentos de fibrina
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- Liposomas

- Micelas

- Emulsiones

- Transportadores porosos
El pegamento o sellador de fibrina ha sido ampliamente utilizado para la fijacion de los
tejidos desde mediados de la década de 1970, habiéndose demostrado los efectos
beneficiosos de su uso durante el proceso normal de cicatrizacion de heridas. Ademas
de que, mezclando distintos farmacos con el sellador de fibrina, se produce una
liberacion lenta y eficaz en el sitio especifico de entrega, mientras que el sellador se
absorbe (65,66). El pegamento de fibrina se comercializa como polvo liofilizado en un
equipo, junto con la trombina, el cloruro de calcio, y la solucion de aprotinina, siendo el
Tisseel / Tissucol ®(Inmuno, Viena, Austria) uno de los productos mas utilizados.
El suministro local del farmaco en el injerto, utilizando el pegamento de fibrina como
transportador o carrier, se considera ventajoso con respecto a la extension y duracion de
las concentraciones del farmaco y a su vez, evita los efectos secundarios sistémicos del
mismo (67).
Varios sistemas de administracion de farmacos, como los liposomas, micelas, las
emulsiones, polimeros micro / nanoparticulas se han mostrado como una gran promesa
en la liberacion controlada de farmacos.
Entre estos sistemas, los materiales porosos estan surgiendo como una nueva categoria
de vehiculos de administracion (68), debido a que poseen caracteristicas tales como una
estructura porosa uniforme y estable, gran area superficial, tamafio de poro armonioso
con una distribucion estrecha, propiedades de superficie bien definidas (69) y una gran
cantidad de nanoporos que permite la insercion de las drogas (64).

Debido a estas propiedades, los transportadores porosos se han utilizado como
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productos farmacéuticos para muchos propositos, incluyendo el desarrollo de nuevos
sistemas de liberacion de farmacos, liberacion sostenida de medicamentos y la mejora
de la solubilidad de los medicamentos poco solubles (70,71). Estas caracteristicas les
permiten absorber las drogas y su posterior liberacion, de una manera mas reproducible
y predecible. El uso de los transportistas mesoporosos, microporosa y nanoporoso para

la entrega de medicamentos, es una parte de la investigacion en crecimiento (72).

2.5. SILDENAFILO
El Sildenafilo o Citrato de Sildenafilo, fue sintetizado por un grupo de quimicos
farmacetticos de la empresa Pfizer, en su centro de investigacion de Sandwich (en
Inglaterra). Comercializado como citrato de sildenafilo, es mas conocido por el nombre
comercial Viagra (también comercializada como Revatio ). Fue inicialmente conocido
como componente UK-92,480 y desarrollado para tratar la angina de pecho, pero en la
primera fase de las pruebas clinicas la droga result6 tener pocos efectos en la angina,
mientras que como efecto secundario producia erecciones masculinas. La empresa
decidid entonces comercializarla para tratar la disfuncion eréctil en lugar de la angina.
La droga fue patentada en 1996, aprobada por la FDA el 27 de marzo de 1998 y

ofrecida para la venta en los Estados Unidos ese mismo afio.

El nombre "Viagra", como el nombre de muchas drogas, es una invencion de mercadeo
pero posiblemente fue inspirado por la palabra "vyaghra" en sanscrito, que significa
"Tigre", cultura donde son habituales los monumentos de dichos animales con sus penes

erectos en los portones de los templos.

Actualmente, las indicaciones establecidas para este principio activo son el tratamiento
de la disfuncion eréctil, la hipertension arterial pulmonar y la fibrosis pulmonar,

administrado via oral, pero existen muchas otras posibilidades terapéuticas que se
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describen mas adelante, todas ellas en fase de experimentacion.

2.5.1. DIANAS TERAPEUTICAS

El citrato de sildenafilo es un potente inhibidor selectivo de la fosfodiesterasa tipo 5
(PDES5), enzima encargada de la degradacion del GMPc (guanosin monofosfato ciclico).
Por tanto, como efecto ultimo, el sildenafilo, al igual que otros inhibidores de la PDES
(vardenafilo y tadalafilo), incrementa los valores de GMPc (73) (Figura 8§,9).

El NO es un potente vasodilatador endégeno, producido por el endotelio vascular que
actia activando la via del GMPc en la célula muscular lisa. El GMPc es un potente
vasodilatador que ejerce su accion a través de la apertura de los canales de potasio
dependientes del calcio, disminuyendo el calcio intracelular con la consiguiente
hiperpolarizacion de la membrana y causando la relajacion de la célula muscular.
Ademas, disminuye la agregabilidad plaquetaria e inhibe la proliferacion celular. El
GMPc, Este potente mediador quimico, sin embargo, tiene una acciéon muy breve, ya

que rapidamente es degradado por la fosfodiesterasa tipo 5.
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Figura 8 Diagrama de los efectos de la PDE en el ser humano. Se ilustra la
localizacion y los efectos de las moléculas principalmente implicadas en la
serial del AMPc y del GMPc. Las moléculas efectoras del AMPc y del GMPc
estan indicadas con flechas desde cada nucledtido ciclico. La fosforilacion
de las PDEs por la protein kinasa A(PKA) y la PKG se indica con flechas
discontinuas. La modulacion de la actividad PDE por el GMPc se muestra
con una flecha gruesa. Los efectos celulares y fisiologicos de la seiial del
nucleétido ciclico se describe en los cuadros grises. AC:adenilil ciclasa;
CNG-channel:cyclic nucleotide-gated channel; Epac: exchange protein
directly activated by cAMP; GPCRs: G protein-couple receptors; Gs: GTP-
binding preotein subunit; NPRs: natriuretic peptide receptors; sGCs:

soluble guanylyl cyclase (74).
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Figura 9 Esquema del mecanismo de accion de los inhibidores de la PDES
(sildenafilo, tadalafilo y vardenafilo). Por medio de la via de la inhibicion de la
degradacion del GMPc, se produce un descenso en la concentracion del calcio
intracelular, produciendo en ultimo término la relajacion del musculo liso . A
nivel de su accion sobre el pene, la disminucion del tono del musculo liso y la

vasodilatacion arterial producird una ereccion mantenida (73).

Tras purificarse en un primer momento en pulmoén de rata, actualmente la PDES ha sido
identificada en muchas especies y en una amplia variedad de tejidos .

Dos isoformas de la PDES, PDE5SA1 y PDE5SA2, se han identificado en seres humanos
y perros (75), y una tercera isoforma, PDESA3, se ha identificado en humanos (76). Las
tres isoformas de la PDE5S humanos difieren sélo en el extremo 50 del ARNm y el
radical N-terminal de la PDE5SA2. La PDE5Al y PDEA3 comparten actividades

cataliticas del GMPc similares, actividades diferencialmente inhibidas por el sildenafilo
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o el zaprinast (ambos farmacos inhibidores de la fosfodiesterasa, siendo el zaprinast el
precursor comercial del sildenafilo).

Mientras PDESA1 y PDESA2 se encuentran en casi todos los tejidos, teniendo PDE5SA2
una distribucion mas amplia, la distribucion de PDE5SA3 se limita al muasculo liso. La
expresion de PDESA2 también se identifica en practicamente todas las células
cultivadas a partir de diferentes tipos de cancer de mama y de utero, leucemia,
fibrosarcoma, en fibroblastos, en el musculo liso de aorta, el musculo liso de la vejiga,
musculo liso de la uretra, el musculo liso del pene, el endotelio del pene, y el endotelio

de aorta (Tabla 1).

Isoforma PDE 5
Tejido Al A2 A3
Cerebro + + —
Pulmén + + —
Corazon —— — -
Higado =+ -+ —
Rifén + + —
Vejiga + + +
Prostata - - -
Uretra -+ -+ -+
Pene + + +
Utero + + +
Musculo esquelético + + —

Tabla 1 Isoformas de la fosfodiesterasa 5 y su distribucion en los tejidos

humanos (76).

Por el contrario, la expresion PDESA1 esta ausente o en expresion minima en estos
cultivos celulares. La disfuncion endotelial es un defecto importante que contribuye a la
disfuncion eréctil, la hipertension arterial y la cardiopatia, la hipertension pulmonar, la

enfermedad vascular en la diabetes y se asocia por ello también con resistencia a la
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Organos diana de PDES5-|

Figuraul 0 Organos diana de los inhibidores de la fosfodiesterasa tipo 5 y el efecto

producido en cada sistema en el que actua.

‘I'ras la estimulacion sexual, la ereccion del pene se produce a traves de la liberacion de
oxido nitrico (NO), que provoca la dilatacion de los vasos sanguineos del cuerpo
cavernoso a través una acumulacion de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc).
PDES, la enzima que descompone el cGMP, puede ser inhibida, y por lo tanto, mejorar
el efecto vasodilatador del NO (Figura 9). Los tres inhibidores de la PDES comparten
este mecanismo de accion comun y s6lo son farmacoldgicamente activos cuando se
activa la sintesis de GMPc. Por lo tanto, la acciéon de los inhibidores de la PDE5

requiere excitacion sexual.

66



Introduccién

Eyaculacion precoz

Los datos de los ensayos clinicos muestran resultados prometedores para el uso de
inhibidores de la PDE-5 en el tratamiento de la eyaculacion precoz (EP).

La modulacion de las vias mediadas por NO en el sistema nervioso central asi como la
relajacion del musculo liso en los vasos deferentes, vesiculas seminales, la prostata y la
uretra y la inhibicion de la transmision adrenérgica se han propuesto como mecanismos
que subyacen a los efectos inhibidores de la PDE-5 sobre la eyaculacion (77).

Los beneficios indirectos de una mejoria en la funcién eréctil también pueden ser
importantes.

Un ensayo clinico evalué el uso de sildenafilo en monoterapia en pacientes con
eyaculacion precoz primaria (78). Ciento ochenta hombres recibieron aleatoriamente 50
mg de sildenafilo o 20 mg de paroxetina diaria durante un periodo de 6 meses. En
ambas evaluaciones a los 3 y 6 meses ambos tratamientos mejoraron significativamente
el tiempo de latencia eyaculatoria intravaginal, el grado de eyaculacion precoz y el
grado de satisfaccion sexual. Pero las mejorias con sildenafilo fueron significativamente

mayores.

Rehabilitacion peneana tras prostatectomia radical

En varios modelos animales y estudios en humanos, el dafio en el nervio cavernoso
tiene como consecuencia cambios histologicos y funcionales en el pene. Estos cambios
podrian explicar el desarrollo de la disfuncion eréctil después de una prostatectomia
radical, incluso cuando se emplean técnicas de preservacion neuroldgica. El uso de
farmacos erectdogenos en programas de rehabilitacion peneana intentan mantener la
histologia y acelerar la recuperacion de la funcion eréctil espontanea.

En los ultimos afios se ha desarrollado una amplia actividad investigadora en este
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campo. En un modelo de rata de lesion de traumatica de los cuerpos cavernosos, la
administraciéon diaria de sildenafilo conservo la funcién eréctil por medio de la
preservacion del musculo liso del pene y de la funcion endotelial, asi como a través de
la reduccion de la apoptosis en células de tejido eréctil (77). Los hallazgos histologicos
de este estudio, también se observaron en las biopsias de pene de los hombres tratados
con 50 mg de sildenafilo, tres veces a la semana, por un periodo de dos meses después

de prostatectomia radical (79).

2.5.1.2.PRESION ARTERIAL

El sildenafilo, por su efecto bloqueante de la degradacion de la via NO-GMPc, juega un
papel importante en la mediacion de la presion arterial. Por lo tanto, es posible que las
dosis terapéuticas de sildenafilo para tratar la disfuncion eréctil puede tener efectos
clinicamente significativos en la hemodindmica humana (Figura 10). Mientras que tres
estudios publicados demuestran que el sildenafilo tanto via intravenosa, intraarterial u
oral, no produce una alteracion de la presion arterial, frecuencia cardiaca, gasto cardiaco
y flujo sanguineo en individuos sanos (80-82), un cuarto estudio que evaliia estos
mismos parametros hemodindmicos, esta vez en individuos con cardiopatia isquémica
estable, documenta un resultado estadisticamente significativo (<0,01) en Ia
disminuciéon de la presion arterial sistolica y diastdlica con sildenafilo por via
intravenosa (20, 40 y 80 mg) al final del periodo de perfusiéon cuando los niveles
plasmaticos de sildenafilo eran mas altos (con un descenso medio con respecto a la linea
de base de 7.0/6.9 y 9.2/6.7 mm Hg, con dosis de 40mg y de 80 mg, respectivamente)
(83).

Los inhibidores de la PDES (PDES5-I) han demostrado en estudios animales su posible

efecto cardioprotector a través de diferentes vias: la cardioproteccion se produce a
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través de la generacion de NO por medio de la eNOS/iNOS, la activacion de la protein
kinasa C o la sefial de activacion protein kinasa G, abriendo canales mitocondriales de
potasio sensibles a ATP, atenuando la cantidad de células muertas resultantes de los
procesos de apoptosis y necrosis, e incrementando el Bcl2/Bax a través de senales de
NO en cadiomiocitos adultos (84-86).

Tanto el sildenafilo, como el vardenafilo y el tadalafilo, han demostrado un descenso
del tamano del infarto tras reperfusion de la isquemia en modelos animales, con
evidencia probada de los efectos cardioprotectores (87-89). Igualmente, Gori et al. (90)
ha documentado resultados in vivo en humanos, confirmando la capacidad del
sildenafilo oral en inducir proteccion de forma intensa frente a la isquemia y reperfusion
inducida por la disfuncién endotelial a través de la via de apertura de canales de potasio
ATP dependientes (100). La administracion cronica de PDES5-Is ha demostrado
incrementar la vasodilatacion dependiente del endotelio en fracaso cardiaco cronico y
mejorar la funcion endotelial en pacientes con riesgo cardiaco asi como en aquellos
con disfuncién endotelial (91-93).

Foresta et al. (94) demostré que la administracion cronica de tadalafilo y vardenafilo
mejoran la funciéon endotelial e incrementan el numero de células progenitoras
endoteliales circulantes (EPCs). Se piensa que las EPC contribuyen a la reparacion del
endotelio y la reparacion neovascular, y la elevacion de sus niveles se asocia con bajo
riesgo de muerte por patologia cardiaca (94,95). El sildenafilo estd actualmente
aprobado para el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar (HAP), habiendo
demostrado mejoria en los parametros de la HAP establecidos por la OMS junto con el
vardenafil, en estudios hemodindmicos y en la capacidad de ejercicio segun estudios de

referencia (96,97).
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2.5.1.3.FUNCION ENDOTELIAL
Raynaud
El Fenomeno de Raynaud (FR) es un signo cardinal de la esclerosis sistémica y ocurre
en casi todos los casos. La vasculopatia estructural asociada hace de ésta una patologia
particularmente problematica y, en combinacidon con el vasoespasmo intermitente, es
responsable de las graves complicaciones vasculares de la esclerosis sistémica
incluyendo ulceracion digital, infeccion del tejido blando o hueso, y gangrena (98).
El proceso patologico de la esclerosis sistémica no se conoce por completo. Existe una
reduccion de la produccion y liberacion de oxido nitrico y una sobreproduccion de
endotelina en el endotelio disfuncional, que da lugar a una tendencia hacia la
vasoconstriccion y una capacidad vasodilatadora reducida. La disfuncion de la célula
endotelial y el tono vascular alterado puede contribuir directamente al desarrollo de la
enfermedad (99).
El fenomeno de Raynaud secundario, como el que se produce en la esclerosis sistémica,
suele ser mas grave y por lo tanto mas dificil de tratar que el Raynaud primario o
idiopatico (100). Los analogos de la prostaciclina son eficaces administrados por via
intravenosa, pero requieren hospitalizacion. Por otro lado, los farmacos vasodilatadores
han demostrado una eficacia variable en los ensayos clinicos, pero muchos de ellos
tienen efectos adversos significativos (98).
Sildenafilo y otros inhibidores de la fosfodiesterasa tipo 5 son una opcion terapéutica.
El reciente estudio clinico de Herrick et al. (98) concluye que el sildenafilo reduce de
forma significativa la frecuencia de ataques en pacientes con Raynaud secundario a
esclerosis sistémica. Estos resultados junto al perfil de seguridad con buena tolerancia
del sildenafilo, sugieren que el tratamiento con liberacion sostenida-modificada de

sildenafilo podria ser beneficioso como opcion terapéutica en estos pacientes.
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Cicatrizacion de heridas

Los Inhibidores de la PDE-5, al menos tedricamente, podrian promover la curacion de
heridas a través de la reduccion en la isquemia local.

En un modelo de rata hembra adulta Wistar-Albino, el sildenafilo aumentd
significativamente la fuerza tensional en el centro de la incision, asi como la
neovascularizacion (101). También se ha demostrado que disminuye los efectos
adversos de la isquemia en la curacion de anastomosis de colon isquémico en modelos
de rata (102,103) posiblemente, a través de los efectos sobre el metabolismo del 6xido
nitrico y de la peroxidacion lipidica y el aumento en la angiogénesis.

Por lo tanto, los inhibidores de la PDE-5 pueden ser utiles como un factor de apoyo en
la cicatrizacion de heridas, pero hasta el momento no existen datos relevantes en

humanos.

2.5.1.4.METABOLISMO DE LA GLUCOSA

Ayala et al. (104) mostraron con su estudio que el tratamiento cronico con sildenafilo
mejora el metabolismo de la glucosa en un modelo de ratones alimentados con alto
contenido de grasa, y sefialan que los mecanismos moleculares de esta optimizacion del
perfil glucémico sugieren una posible participacion del GMPc en la sefal de
transduccion de la insulina.

Todos estos resultados junto con los obtenidos del estudio de Mammi et al. (105)
indican que el sildenafilo mejora la sefalizacion de la insulina y la produccion de NO en
las células endoteliales, probablemente por la reduccion de el estrés oxidativo inducido

por la hiperglucemia y el aumento de los niveles de Ca2 + intracelular.
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2.5.1.5.SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y PERIFERICO
Trastornos neurolégicos, memoria y cognicion
El papel de los inhibidores de la fosfodiesterasa-5 en el sistema nervioso central es
controvertido. Aunque los datos preclinicos y clinicos sugieren que el sildenafilo puede
tener un potencial terapéutico en ciertos trastornos neuroldgicos, numerosos informes
documentan acontecimientos adversos neuroldgicos atribuibles a la droga. Los datos
experimentales sugieren que la via NO/cGMP/PDE-5 est4d implicada en la plasticidad
neuronal y la funcion cognitiva, incluyendo el procesamiento de la informacion,
atencion, la memoria, y la memoria de funcionamiento ejecutivo.
Estudios experimentales en los ultimos afios en ratas, ratones y macacos han
demostrado que los inhibidores de la PDE-5 mejoran la memoria (106,107) incluso
otros inhibidores de la fosfodiesterasa que no son de tipo 5, especialmente de tipo 2 y 9,
pueden jugar un papel importante.
Dado que los inhibidores de la PDE-5 parece que mejoran la memoria en modelos
animales y la sintasa de 6xido nitrico neuronal se encuentra alterada en los pacientes
con esquizofrenia, se llevd a cabo un estudio controlado con placebo en 17 pacientes
ambulatorios con esquizofrenia tratados con una dosis estable de medicacion
antipsicética con el objetivo de evaluar el rendimiento cognitivo y calificaciones de los
sintomas al administrar 50 y 100 mg de sildenafilo (108). Ninguna de las dosis obtuvo
resultados significativos afectado los resultados en comparacion con el placebo. Los
autores sugieren que es posible que las dosis utilizadas en este estudio no fueran

Optimas o que fueran necesarias dosis repetidas para conseguir efectos terapéuticos.
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Motilidad y ulceras gastricas

El 6xido nitrico (NO) es un importante neurotransmisor inhibidor no adrenérgico-no-
colinérgico en el tracto gastrointestinal, mediador de la relajacion del musculo liso. Hay
evidencia de que la disfuncion de las neuronas liberadoras de NO en el plexo mientérico
puede causar diversas enfermedades del tracto gastrointestinal. En particular, la
alteracion de la sintesis de NO neuronal parece ser un factor importante que contribuye
a la patogénesis de enfermedades tales como acalasia, gastroparesia diabética y la
estenosis pildrica hipertrofica infantil.

La literatura sugiere que el sildenafilo retrasa el transito intestinal de una comida liquida
en ratas (109) pero éste no era el caso en los perros, a pesar de la inhibicion de tono en
el fundus gastrico la y motilidad antral (110). Para dilucidar los efectos en los seres
humanos, Cho et al. realizaron un estudio que involucré a nueve voluntarios sanos
(111). EI sildenafilo no cambi6o el vaciamiento gastrico total o aclaramiento de
marcadores radiopacos gastrico, pero si redujo el volumen proximal, acortd el tiempo
para el vaciado proximal, y aumentd significativamente el volumen distal. Estos
hallazgos sugieren que sildenafilo altera la distribucion intra-géastrica de los alimentos
en lugar de causar la estasis gastrica.

En un modelo de rata de dafio gastrico inducido por etanol (112), sildenafilo jug6 un
significativo papel gastroprotector.

El inhibidor de la sintetasa de 6xido nitrico revirtié significativamente este papel

protector y la inhibicidn de la guanilato ciclasa lo abolié por completo.

2.5.1.6.SILDENAFILO EN NEONATOLOGIA
El papel de sildenafilo en el tratamiento de la hipertension pulmonar persistente en el

recién nacido se documentd por primera vez en prensa no especializada en el afio 2002
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(113). Hubo muchas criticas sobre su uso; algunos consideraron que el uso estaba
justificado (114) ya que no habia otras opciones para el neonatdlogo tratante ante la
falta de disponibilidad de o6xido nitrico inhalado y la oxigenacion por membrana
extracorporea.

Desde entonces ha habido muchos mas casos clinicos y algunos estudios aleatorios con
respecto al uso de sildenafilo en los recién nacidos con hipertension pulmonar
persistente grave. El farmaco se utiliza hoy en dia de forma frecuente en India y otros
paises en desarrollo, donde la disponibilidad de ventilacion de alta frecuencia, 6xido
nitrico y oxigenacion por membrana extracorpdrea es muy limitado (115).

Sildenafilo también se ha utilizado para tratar la hipertension pulmonar asociada a

cardiopatias congénitas, tanto en recién nacidos como en nifios mayores (116).

Fibrosis quistica

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad de herencia autosdémica recesiva,
potencialmente mortal, como resultado de mutaciones que afectan al regulador de la
conductancia transmembrana de la FQ (CFTR). Las mutaciones mas comun del gen de
la FQ tienen como resultado la supresion de un tUnico residuo de fenilalanina en la
posicion 508 (F508del), causando la sintesis defectuosa y el plegamiento de la proteina
mutante que no puede escapar desde el reticulo endopladsmico y llegar a la membrana
apical de muchos tipos de células epiteliales. Los epitelios de la FQ se caracterizan por
un defecto en el transporte de electrolitos con una conductancia reducida de cloro y la
conductancia aumentada del sodio. Esto se puede evaluar in vivo mediante la medicion
de la diferencia de potencial transepitelial nasal.

El sildenafilo aumenta la expresion de la proteina F508del-CFTR en las células

epiteliales nasales recogidas de pacientes con FQ (117). Asimismo, los resultados del
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estudio de Lubamba et al. (118) proporcionan evidencia de que tanto el sildenafilo
como el vardenafilo estimulan la actividad de la proteina F508del-CFTR en el
transporte de cloro. Por lo tanto la inhibicion de la PDE-5 puede ser una diana

terapéutica util en pacientes con fibrosis quistica.

2.5.1.7.SILDENAFILO EN ONCOLOGIA
El reciente estudio de Shi et al. (119) muestra como el sildenafilo inhibe el flujo de
farmacos mediado por ABCBI y ABCG2, dos transportadores de membrana
pertenecientes a la superfamilia de transportadores transmembrana que han sido
identificados como transportadores de farmacos quimioterapéuticos tales como los
taxanos, antraciclinas, alcaloides de la vinca e inhibidores de la topoisomeras. Esta
inhibicion generada por el sildenafilo resulta en un incremento del agente
anticancerigeno a nivel intracelular con el consiguiente aumento de la sensibilidad

celular a dicho agente.

Melanoma e inhibidores de la PDES

BRAF (V600E) es la mutacion mds comuin en el melanoma, que se encuentra en
aproximadamente el 50% de los pacientes. Esta forma constitutivamente activa de la
quinasa se ha convertido en el unico objetivo terapéutico prometedor con el desarrollo
de inhibidores especificos de mutante BRAF que comienzan a mostrar una eficacia
notable en ensayos clinicos (120). La PDESA se identific6 como uno de los genes
regulados a la baja en respuesta a la activacion de BRAF.

Arozarena et al. (121) encontrd que no sélo la activacion de BRAF regula a la baja los
niveles de PDESA (mientras que la inhibicion de BRAF aumenta la actividad PDESA),

sino que PDESA parece estar jugando un inesperado papel critico en la regulacion de
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una las facetas de la biologia del melanoma: la invasividad celular.

2.5.2. APLICACION DEL SILDENAFILO EN CIRUGIA
RECONSTRUCTIVA

El sildenafilo es un fairmaco que inhibe la PDE 5 y por lo tanto es capaz de mantener
altos los niveles de GMPc celulares. La aplicacion de sildenafilo en pacientes sanos no
ha demostrado estudios previos una mejora de los pardmetros hemodindmicos tal y
como se explica en el punto anterior, pero la combinacion de los donantes de NO y los
inhibidores de la PDE 5 deberia generar un afecto aditivo (o incluso superaditivo) con
respecto a la inhibicion de la trombosis y /o la reduccion de la presion arterial.

En el estudio de Rehse et al.(122), los autores investigan la interaccion de Viagra® con

los donadores de NO molsidomina (N-ethoxycarbonyl-3-(4-morfolinil)-sydnonimina) y
RE 2047 (N-nitroso-3-metil-sydnonimina), respectivamente.

El molsidomina fue seleccionado por la larga duracion (~ 6 horas) de los efectos
antitromboticos y la reduccion de la presion arterial. EI RE 2047 de composicion
quimica similar s6lo muestra propiedades antitromboticas.

Esto es importante porque en la terapia antitrombotica, la disminucion de la presion
arterial es un efecto secundario no deseado.

Los experimentos en ratas del estudio de Rehse et al. muestran que el sildenafilo en
dosis de hasta 30 mg/kg no presenta efectos antitromboticos. El molsidomina, donante
de NO dosis-dependiente, en cambio si que inhibe la formacion de trombos, siendo este
efecto mas pronunciado en las arteriolas que en las vénulas. La razoén es la baja
velocidad de la sangre en las vénulas que hace que la formacién de trombos sea mas
facil y por lo tanto su inhibicion mas dificil.

El efecto es aun mas evidente con RE 2047, en cuyo caso, el efecto antitrombotico
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dosis-dependiente solo se puede observar en las arteriolas.

La comparacion de los experimentos muestra que el sildenafilo en dosis de 5 mg/kg o
10 mg/kg no aumenta las actividades antitrombdticas de molsidomina. Por el contrario,
el efecto antitrombodtico de RE 2047 se fortalece con el sildenafilo (122).

La conclusion de este estudio es que si es posible mejorar el efecto antitromboético de
los donadores de NO afadiendo un inhibidor de la PDE-5, obteniendo un efecto
superaditivo con la combinacion de ambos.

Por otro lado, los inhibidores de la PDE 5 desempefan un papel mas importante en la
vitalidad del colgajo cutdneo de los injertos microvasculares en el periodo
postoperatorio temprano segun el estudio realizado por Hart et al. (123). Los resultados
de este estudio muestran una reduccion estadisticamente significativa de la extension de
la necrosis en el grupo de ratas al que se les administra sildenafilo de forma
intraperitoneal. De aqui los autores concluyen que los inhibidores de la fosfodiesterasa
tipo 5 podrian reducir la extension de la necrosis en colgajos microvascularizados
realizados para cirugia reconstructiva.

Este es el tnico estudio encontrado hasta ahora en la literatura cientifica sobre cirugia
de colgajos, y merece atencion especial por el trabajo de experimentacion que la autora
presenta, que no existe hasta la fecha ningiin estudio sobre el efecto del sildenafilo

topico en anastomosis vasculares.
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2.6. MODELOS EXPERIMENTALES DE OCLUSION VASCULAR
2.6.1. EL MODELO DE ANASTOMOSIS TROMBOGENICA
MICROVASCULAR IDEAL

Los modelos animales se utilizan habitualmente para investigar la eficacia de los
agentes farmacoldgicos antes de su uso clinico. Las cuatro caracteristicas del modelo
animal ideal de anastomosis trombogénica microvascular fueron definidos por Kersh et
al.(124); primero, se debe realizar una modificacion vascular permanente para
proporcionar una fuente trombogénica continua; en segundo lugar, el modelo debe
imitar la reparacion clinica de la anastomosis; tercero, el didmetro de los vasos debe
medir entre 1 a 3 mm para permitir la completa obstruccion por un trombo; cuarto, la

formacion del trombo debe ser gradual.

2.6.2. MODELO DEL PLIEGUE O "TUCK MODEL"

El modelo del pliegue de trombosis microvascular fue definido por Stepnick (125).
Este modelo introduce un colgajo de la pared vascular en el lumen del vaso (Figura 11),
habiéndose teorizado que la introduccion de la adventicia en la luz de un vaso es una
causa potencial de trombosis del pediculo. El procedimiento en si es técnicamente
simple y facilmente reproducible.

Stepnick (125) encontr6 una tasa de trombosis del 66% en los primeros 5 a 15 minutos,
en las arterias femorales de conejo sometidas a este modelo de sutura trombogénica.
Esta tasa de trombosis es susceptible a la manipulacion farmacologica, y el modelo fue
aplicado por Hadlock et al. (126) a las ratas de su estudio experimental para el estudio

de farmacos antitromboticos.
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Figura 11 Modelo de sutura trombogénica “tuck model” descrito

por Stepnick (125).

2.6.2.1.Aplastamiento

La lesion por aplastamiento se realiza por medio de una hemostasia tipo Webster

Needle de mandibula lisa.

La arteria se coloca entre las dos mandibulas cerrando la hemostasia hasta engranar la

cremallera durante 2 segundos. En el estudio de Eom (127), de modelo trombogénico en

ratas, la anchura de la mandibula de la hemostasia utilizada es de 3mm, al igual que el

diametro de la arteria lesionada.

Otra modalidad de modelo de aplastamiento es la realizada por Chen et al. (128), en

cuyo estudio someten a dos de los grupos de un total de 95 ratas, a una carga de 15Kg y

otros dos grupos a una carga de 25Kg. En este estudio, los autores estudian tanto el
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efecto trombogénico de las distintas cargas, como el efecto antitrombotico al irrigar los

vasos dafiados con diferentes farmacos de forma topica.

2.6.2.2.Arteriotomia
Este modelo consiste en realizar una seccion longitudinal (de unos 7-8 mm) de forma
que se exponga la luz del vaso. Esto se consigue disecando el vaso con dos pinzas
microvasculares para aislar un segmento de 10 mm de la arteria. Seguidamente, el
interior de la luz del vaso se diseca con una hoja de bisturi para exponer las capas
profundas de la tinica media (128).
Finalizado este procedimiento, la arteriotomia se cierra con sutura monofilamento de

nilon 10/0.

2.6.2.3.Punto de pared posterior

Este modelo trombogénico comienza realizando las dos primeras suturas a 0°y 180° a
ambos lados de la anastomosis, para recolocar los dos cabos del vaso a anastomosar.
Antes de comenzar el estudio, hay que determinar la localizacion del vaso en la que se
va a realizar el punto de pared posterior.

En el estudio de Nasir et al. (129), los autores estudian la repercusion en la
permeabilidad vascular segun la realizacion del punto de pared posterior a 30°, 60° y 90°
en arteria femoral y en arteria cardtida de rata (Figura 12). En este estudio, no se
encontrd una disminucion de la permeabilidad de ningin vaso 1 hora tras la
anastomosis, pero la permeabilidad de la arteria femoral fue significativamente menor
que la permeabilidad de la arteria cardtida en 24 horas. Esto indica que este modelo
genera un proceso trombogénico lento que funciona con mayor eficacia en los vasos de

pequefio calibre. La diferencia entre las permeabilidades de los vasos podrd ser como

80



Introduccién

resultado de una mayor velocidad del flujo sanguineo y, por tanto, el resultado de mas
turbulencias en las arterias femorales, en comparacion con las arterias carotidas.

El procedimiento de este modelo consiste en que la aguja debe introducirse en la capa
intima de la pared posterior antes de salir por el lado opuesto a la zona de entrada en la
cara anterior. No se debe salir por la hendidura entre los cabo de la anastomosis para

evitar dar una puntada extra de pared posterior.

¥~ 180°
330°
1— 30° PBWS
2— 60° PBWS
300° 3—90° PBWS

27n°
Figura 12 Modelo de sutura trombogénica “punto de pared posterior” descrito

por Nasir et al. (129). PBWS:Purposeful Back-Wall Stitch.

2.6.2.4.Modelo de estenosis

En este modelo, en la zona distal a la anastomosis microquirdrgica se sujeta la arteria
con una pinza vascular para generar una lesion endotelial. En esa zona lesionada se
coloca un cilindro de plastico rodeando la parte externa de la arteria, consiguiendo de
esta forma una "estenosis critica."

Con esta maniobra se consigue generar un trombo plaquetario agudo en el lumen
estenosado, aumentando gradualmente la cantidad de la estenosis. Esto hace que el flujo
sanguineo en la arteria estudiada disminuya, llegando a un flujo nulo cuando el
didmetro del vaso estd completamente obstruido. A continuacidén, el trombo es
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embolizado a la circulacion distal, y el flujo se restaura a los niveles normales. Esto
ocurre en varias ocasiones provocando la reduccion ciclica de flujo. Estas tasas de dafio
en el flujo vascular se pueden hacer mayores y mas frecuentes al aumentar la actividad
plaquetaria in vivo, mediante el aumento de los niveles plasmaticos de catecolaminas, o
bien incrementando el coldgeno expuesto en el lumen estenosado por medio de la
generacion de un dafo interno mayor. Si se administra una dosis efectiva de un agente
antiplaquetario, la tasa de letalidad se reducira en tamafio y frecuencia o serd abolida
por completo. Asi, el modelo puede ser util para el estudio de mecanismos que facilitan

o inhiben la trombosis arterial en las arterias con estenosis o lesion endotelial (130).

2.6.2.5.Modelo de torsion vascular
La arteria a anastomosar se diseca, marcando una linea paralela al eje longitudinal en la
superficie externa del vaso con tinta china o azul de metileno. Seguidamente se coloca
el clamp vascular doble y se procede a la seccion del vaso en la zona en que se va a
realizar la anastomosis microquirdrgica.
El extremo distal del vaso se somete a una torsion de 90° y en esta posicidon, una vez
eliminada la adventicia de cada extremo del vaso, se ejecutan los puntos de sutura

(131).
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2.7. METODOS DE CUANTIFICACION
2.7.1. ESTIMACION CLINICA DEL COLGAJO
MICROVASCULARIZADO

2.7.1.1.Evaluacion intraoperatoria de la permeabilidad
Después de retirar el clamp del vaso, reestableceer el flujo sanguineo y garantizar la
permeabilidad, el método primario para reevalua la permeabilidad vascular en el
contexto experimental es el test de Acland o Milk test (132) a los 5, 15 y 30 minutos de
la reperfusion. Con la monitorizacion clinica directa, la formacion del trombo es a
menudo visible en los vasos no permeables (Fig. 4) y sera el momento de reevaluar cudl

ha sido el fallo en la técnica quirtrgica.

2.7.1.2.Técnicas tradicionales o métodos clinicos no invasivos: constantes vitales
del colgajo microvascular

Los métodos tradicionales de control de la vitalidad del injerto incluyen la evaluacion
clinica del color de la piel de la isla cutanea del injerto, la femperatura de la isla
cutanea y el relleno capilar.
La temperatura se puede controlar con palpacion directa, sondas de temperatura, tiras
termosensibles o termdmetros (133).
Para algunos autores, la monitorizacion por temperatura so6lo tiene valor en la vigilancia
de reimplantes y en colgajo libre para pequefas reconstrucciones, debido a su
incapacidad para detectar cambios antes de fracaso del colgajo(no sirve como detector
del trombo antes de que exista isquemia franca) o indicar la reintervencion en injertos
de arteria perforante epigastrica inferior profunda (134).

2.7.1.3.La fotografia estandarizada

En cirugia experimental animal y su comparacion con los hallazgos intraoperatorios, ha
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sido utilizada ocasionalmente por algunos autores (135,136). En cirugia reconstructiva
donde la monitorizacion de los injertos microvasculares en crucial, cada vez estan
disponibles un gama mas amplia de sofisticados métodos para la comprobacion de la
permeabilidad de los vasos, con la desventaja de ser a menudo muy caros. Varkey et al.
en su estudio publicado en el 2008 (136), describe como mediante fotografia digital y el
envio de las imagenes por internet, es posible obtener un método altamente eficiente, de
gran rentabilidad coste-efectividad, al alcance de todo cirujano. Las fotografias las
realiza el personal biosanitario que se encuentra en la sala de reanimacion
postquirargica del hospital a cargo del paciente o el cirujano de guardia en caso de
haberlo. Las imagenes seriadas se envian por internet al microcirujano reconstructivo
responsable, y de esta forma, es posible valorar el color, el relleno capilar y el edema

del injerto, de forma objetiva por un cirujano experimentado, a tiempo real.

2.7.2. MEDICION DEL FLUJO VASCULAR

2.7.2.1.Ecografia Doppler
La reflexion de las ondas sonoras, principalmente del flujo sanguineo intravascular y el
desplazamiento de fase inherente que se detecta, es la base para la identificacion de
caracteristicas acusticas de las arterias y las venas superficiales mediante ecografia
Doppler. El medidor portatil de caudal de ultrasonido Doppler no direccional es ubicuo
en la mayoria de los hospitales y es una herramienta esencial en la consulta del cirujano
microvascular, para el andlisis rapido del estado vascular del paciente. La ecografia
Doppler, que es compacta, altamente portatil, facil de usar y relativamente facil de
interpretar, se ha incorporado a la practica de la microcirugia desde la creacion de
colgajos libres en la década de 1970. Este dispositivo se ha utilizado desde entonces

para justificar el flujo a través de microanastomosis, predecir la permeabilidad del vaso,
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y como medio de seguimiento postoperatorio del injerto libre.

La ecografia Doppler permite la identificacion preoperatoria precisa de las perforantes
cutaneas con una alta sensibilidad (es decir, con una tasa alta de verdaderos positivos).
Una evaluacion cualitativa basada en la dureza del sonido relacionado con un linea de
base estandarizada permite una comparacion subjetiva para establecer una jerarquia de
dominancia de perforantes en un territorio dado de piel.

La ecografia doppler color es una técnica de monitorizacién no invasiva que combina
la determinacion de la velocidad del flujo sanguineo con la determinacién de la
direccion del flujo sanguineo.

La ecografia doppler color es de uso frecuente en los injertos microvasculares con islas
cutaneas enterradas asi como en las reconstrucciones de cabeza y cuello, porque en
estas circunstancias, la isla de piel no pueden controlarse por métodos convencionales.
Su potencia diagndstica radica en la caracterizacion precisa y cuantitativa del flujo de

entrada y salida, y se ha documentado que evita innecesarias revisiones (137).

2.7.2.2.Laser Doppler implantable

El Doppler implantable es una técnica invasiva que permite la monitorizacion directa y
continua del injerto.

La técnica fue introducida en 1988 por Swartz et al. (138) en las reconstrucciones
microquirurgicas.

La maxima utilidad de esta técnica reside en la monitorizaciéon de los injertos
microvasculares enterrados, es decir, aquellos injertos que no presentan isla cutdnea
con la que poder monitorizar a simple vista el injerto a través de los métodos
convencionales de color, temperatura o relleno capilar. Este es el caso de las

reconstrucciones faringeas.
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La tasa de fracaso de estos injertos (6.5%) es mucho mas alta que la de los injertos no
enterrados (1.8%) (139), por lo que la utilidad del Doppler implantable en estos casos es

considerable.

2.7.3. MEDICION DE LA OXIGENACION

2.7.3.1.Espectroscopia de infrarrojos.
La espectroscopia de infrarrojos es una técnica no invasiva, que permite la
monitorizacion continua de la oxigenacion y perfusion del colgajo.
Fue descrita por primera vez por Jobsis en 1977 en corazdén y cerebro expuestos (140), y
publicado por primera vez en una revista de cirugia plastica en 1995 para supervisar los
injertos y las extremidades en conejos (141).
La espectroscopia infrarroja emplea los principios de la espectrometria Optica al medir
el contenido de hemoglobina y la oxigenacion en los tejidos locales. El sistema ofrece
longitudes de onda de luz seleccionados y calibrados a través de una sonda de
infrarrojos conectada a la piel.
En esta técnica, el resultado no estd influido por los movimientos de la sonda, como por
ejemplo en la flujometria por laser Doppler (142), sino que se basa en el hecho de que
las moléculas tienen frecuencias a las cuales rotan y vibran, es decir, los movimientos
de rotacion y vibracion moleculares tienen niveles de energia discretos (modos
normales vibracionales).
La espectroscopia de infrarrojos permite detectar un fracaso incipiente del flujo. Se
puede identificar con precision los primeros signos de trombosis arterial y venosa, antes
de que la trombosis se manifieste con los signos clinicos de color, turgencia y
temperatura en la isla de piel del injerto. En las primeros horas del postoperatorio, sin

embargo, también puede haber una disminucion fisiologica leve de la saturacion de
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oxigeno, lo cual no debe entenderse como una complicacion vascular.
Después de 12 horas, la saturacion de oxigeno vuelve a la normalidad. Tres estudios,
con una poblacion total de 98 los pacientes, informaron los valores predictivos positivo

y negativo del 100% (137,138,142).
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Hipotesis y Objetivos

La oclusion de las anastomosis microvasculares producida por trombosis y/o espasmo
vascular, es un proceso patologico susceptible de modificarse farmacoldgicamente.

Esa modificacion farmacoldgica puede llevarse a cabo mediante la aplicacion topica de
ciertos farmacos, en dosis Unica, alrededor de la anastomosis microvascular.

El sildenafilo, por sus propiedades vasodilatadores e inhibidoras de la agregacion
plaquetaria, es un farmaco potencialmente util para prevenir la oclusion de la
anastomosis microvascular.

A partir de estas circunstancias, la hipétesis central del trabajo que la autora presenta

ha sido que la aplicacion topica de sildenafilo alrededor de una sutura microvascular
trombogénica, producird una relajacion sostenida de la pared vascular asi como una
inhibicion de la funcion plaquetaria, que reducird la probabilidad de trombosis y
espasmo vasculares.

El efecto protector del sildenafilo sobre la anastomosis vascular serd mas intenso que el
de la papaverina, dado que esta tltima no tiene actividad antiagregante especifica.

En consonancia con ello, el objetivo fundamental del presente estudio ha sido:

Determinar el beneficio producido por la aplicacion tdpica de sildenafilo en la
permeabilidad de la anastomosis vascular en comparacion tanto con el método estdndar
(ausencia de farmaco antitrombdtico) como con la vasodilatacion con papaverina topica.

Asimismo, se han fijado una serie de objetivos secundarios:

1. Revisar un modelo experimental de trombosis microvascular en la arteria femoral de
la rata Sprague-Dawley.

2. Determinar la utilidad del colgajo inguinal en la valoracion de la permeabilidad del
pediculo vascular.

3. Determinar la utilidad de la fotografia estandarizada en la valoracion de la

supervivencia de los colgajos cutaneos en la rata.
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4. Estudiar las caracteristicas histologicas de la oclusion microvascular en la arteria

femoral de la rata.
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Material y Método

4.1. MATERIAL

4.1.1. ANIMAL DE EXPERIMENTACION
Se han utilizado 40 ratas machos Sprague-Dawley de 250-300 g.
Los animales proceden del animalario del Servicio de Cirugia Experimental del
Hospital Universitario La Paz.
El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Bienestar Animal del Hospital
Universitario La Paz. En todo momento se segui6 la normativa vigente sobre proteccion

de los animales destinados a la investigacion RD 1201/2005 (Anexo B)

4.1.2. MATERIAL PARA LA INTERVENCION QUIRURGICA
4.1.2.1.Material quirurgico
- Instrumental de cirugia microvascular (S&T ®):
- 2 pinzas rectas de relojero
- 1 pinza acodada de dilatacion de Dumont
- 1 pinza porta-clamps
- 1 microtijera de diseccion
- 1 tijera de Wescott
- 1 clamp doble S&T modelo APP-33 para vasos de 0.5 mm a 1.5 mm
- Microscopio Optico (tecnoscopio Zeiss, con lente de 200 mm, ocular de 12.5x y
aumentos de 0.4x, 1x,1.6x y 2.5x).
- Bisturies desechables con hoja del numero 11.
- Jeringa de 5 ml con catéter intravenoso o abbocath 22G para irrigacion.
- Aguja subcutdnea 25G.
- Nilon 10/0 (Ethicon®): con aguja curva de punta cilindrica de 75 pm, 5.1 mm de

longitud, 3/8 de radio de curvatura e hilo con longitud de 13cm.
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Seda trenzada (Mersilk. Ethicon®) 3/0 con aguja curva cilindrica.

4.1.2.2.Material farmacoldgico

4.1.2.2.1. Anestesia para el procedimiento quirurgico

Ketamina (ketolar ® 50mg): Dosis 80 mg/Kg peso i.v / Dosis de refuerzo 30%

de la dosis inicial.

Diazepam (Diazepam 10 mg/2 ml): Dosis 5 mg/Kg peso i.v

4.1.2.2.2. Anestesia para la eutanasia

Isofluorano al 4% mezclado con oxigeno a con un flujo de 2 litros por minuto

(Ipm).

4.1.2.2.3. Analgesia

Buprenorfina (Buprex®) 0,1 mg/Kg s.c cada 24h

Tramadol (Tramadol Ratiopharm®) 20 mg/Kg s.c cada 12 h
4.1.2.2.4. Farmacos de administracion topica

Cloruro Sodico 0.9%.

- Gel de fibrina (Tissucol®). (Baxter Industriestrasse. Viena, Austria)

- Papaverina CIH 3% ampolla de 1 ml. (Fada Pharma. Buenos Aires, Argentina)

- Citrato de Sildenafilo en polvo (Laboratorios Pfizer. Nueva York, EEUU).
Farmaco suministrado por los laboratorios Pfizer. Se administran 10 mg en cada

animal.
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4.1.2.3.0tro instrumental

Bascula para pequefios animales.

Magquinilla eléctrica de afeitado.

Equipo de anestesia inhalatoria preparado para dispensacion de isofluorano y
oxigeno.

Balanza de precision Ishiba UB-H-8200 (0.1 g-8200 g) (Figura 13).

Tubos de Eppendorf de 1.5 ml (Figura 14).

Rotulador negro (para pintar el colgajo).

Cronémetro.

Figura 13 Balanza de Figura 14 Tubo Eppendorf de

precision (0.1g-8200g) 1.5ml

4.1.3. MATERIAL PARA LA HISTOLOGIA

Microscopio Optico Zeiss®.

Proyector de mesa de preparaciones histologicas.
Ultramicrotomo digital semiautomatico (Sorvall MT-5000).
Agujas de 20G.

Jeringuillas de 50ml.
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- Parafina.

- Tintes histologicos.

- Etanol 70°.

- Solucion salina 100ml/rata.

- Solucion de fijado: formaldehido 500ml/rata.

4.1.4. ORDENADOR, CAMARA FOTOGRAFICA Y SISTEMAS
INFORMATICOS
- Ordenador MacBook 2.1 con sistema operativo Mac OS X 10.6.7
- Programas Microsoft Word 2009 para Mac y Numbers "09 version 2.0.5 del
paquete iWork 2009.
- Programa EndNote X3 (Bld 5276).
- Cémara fotografica digital Sony DSC-T70.

- Programa estadistico SAS (Local, XP_PRO) Enterprise Guide 3.0.

4.2. METODO

4.2.1. PREPARACION DE LOS MATERIALES

- Los animales se mantienen alojados en instalaciones ambientales de temperatura
y humedad estandar, con dieta y agua ad libitum.

- Anestesia general de la rata.

- Rasurado amplio del pliegue inguinal.

- Colocacion de la rata en posicion dectbito supino con las patas traseras fijas a
una tablilla quirurgica.

- Marcaje del cogajo inguinal centrado en el pliegue inguinal de la pata derecha de

la rata.
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4.2.2. ESTABLECIMIENTO DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO
La aleatorizacién de los grupos se realiza tras finalizar la anastomosis de la arteria
femoral y comprobar la permeabilidad de la misma.

e Grupo I (10 ratas): sirve como grupo control. En este grupo de ratas no se
aplica ningin farmaco tras la anastomosis vascular, s6lo se utiliza el suero
fisioloégico como irrigacion en la luz del vaso durante el procedimiento.

e Grupo II (10 ratas): Tras la anastomosis, se aplican 0.5 ml de gel de fibrina
(tissucol®) alrededor de la sutura vascular.

e Grupo III (10 ratas): A la anastomosis se le afiade 75 mg de papaverina
distribuidos en 0.5 ml de gel de fibrina (transportador del farmaco).

e Grupo IV (10 ratas): Al modelo de anastomosis trombogénica se le afiade 10
mg de citrato de sildenafilo aplicados sobre 0.5 ml gel de fibrina (este ultimo

se utiliza como transportador del sildenafil).

4.2.3. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO
Durante un periodo de entrenamiento previo de 3 meses, la autora que ya tenia
experiencia previa en anastomosis vasculares, en clinica y en animal de
experimentacion, y habia efectuado cursos especificos, realiza un total de 19
anastomosis en arteria femoral segin el modelo trombogénico de “punto de pared

posterior” para perfeccionar el modelo experimental.

La intervencion se efectia de la siguiente manera en todos los animales:

1. Se induce la anestesia general mediante inyeccion intraperitoneal de ketamina mas
diazepam segun peso (ver arriba). Se pueden administrar dosis suplementarias segin se
necesite (30% de la primera dosis calculada).

2. La piel inguinal se afeita con maquinilla eléctrica y esteriliza con solucion de alcohol.

3. Se disefia un colgajo de 2x1 cm, centrado en el surco inguinal entre el abdomen y la
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pata de la rata. (Figura 15).

A B

Figura 15 A) Tras la anestesia general del animal se procede al rasurado de la region
inguinal derecha de la rata, posicion de decubito supino y sujeccion de las
extremidades. B) Diserio del colgajo inguinal del lado derecho de la rata, centrado en

el surco inguinal.

Para el modelo del estudio se utiliza el colgajo inguinal del lado derecho en cada una de

las cuarenta ratas del estudio.
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Figura 16 Aislamiento

del campo quirurgico e

incision de la bpiel del

4. El campo quirurgico se aisla para mantener las condiciones de esterilidad y teniendo
como referencia que en el punto medio del ligamento se encuentra la arteria femoral
superficial, se amplifica el campo quirturgico con 16 aumentos y se incide la piel con
bisturi (Figura 16). El resto de la diseccion del colgajo se efectua con tijeras.

5. Los vasos femorales apareceran siguiendo una direccion latero-caudal, en el borde
inferior del colgajo en el plano por debajo del tejido celular subcutaneo. Se realiza la
diseccion del tejido celular subcutdneo con pinzas, dejando al descubierto la arteria
femoral superficial y el plano muscular. Al movilizar el colgajo cranealmente se

identifican los vasos epigastricos superficiales (pediculo del colgajo) (Figura 17).
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Figura 17 Colgajo inguinal pediculado en los vasos epigdstricos superficiales que

emergen directamente de los vasos femorales.

6. Tras disecar adicionalmente el tejido celular subcutdneo se identifican y ligan con
ligadura de seda los vasos pudendos externos asi como la arteria y vena femoral caudal
lateral, ambos vasos distales a la salida de los vasos epigéstricos. De esta forma el
colgajo queda pediculado en los vasos epigastricos superficiales que se continian con el
pediculo principal formado por la arteria y vena femoral (Figura 18).

Se preserva el nervio femoral al igual que el nervio que acompafia a los vasos
epigastricos.

7. El vaso utilizado para realizar el modelo de anastomosis trombogénica es la arteria
femoral derecha. Se aisla el pediculo con un plastico a modo de contraste y se clampa la

arteria femoral (Figura 19). Se pone en marcha el crondmetro para la medicion del
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tiempo que se tarda en realizar la anastomosis.

8. Para la anastomosis se magnifica el campo quirtirgico con microscopio Optico con
entre 25 a 40 aumentos. Se corta la arteria y se lavan con solucién salina los cabos del
vaso a anastomosar (Figura 20).

9. La anastomosis se realiza con sutura de nilon 10/0. Cada anastomosis se completa
con 7 puntos de sutura a 0° y 180° en la cara anterior a 60, 90 y 150° ; en la cara
posterior a 60 y 120° (Figura 21).

El punto trombogénico de pared posterior se realiza en cada anastomosis en la

localizacion de 90° de la cara anterior.

Figura 18 Imagen de la arteria femoral liberada tras ligar con sutura de seda los
vasos circunflejos femorales laterales, vasos pudendos externos y arteria y vena
caudal femoral lateral. Se ven los cabos de los vasos ligados tras completar la
diseccion. A la derecha de la arteria se ve el nervio femoral totalmente liberado de las

fascias que lo recubren siguiendo la misma direccion que sus vasos homonimos.
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Figura 19 Imagen bajo el microscopio optico con 25 aumentos. Colocacion del clamp

doble para el aislamiento del segmento de arteria femoral a anastomosar.

Figura 20 Imagen bajo el microscopio optico a 25 aumentos tras la escision de
la arteria. Previo al comienzo de la anastomosis, se irrigard con suero fisiologico

en el interior del lumen de cada cabo del vaso.

Se irriga con solucidn salina ambos cabos del vaso, dilatando apropiadamente el lumen

de la arteria con pinzas dilatadoras de Dumont.
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4.2.3.1.Anastomosis microvascular
Se procede a la realizacion del modelo estandar de sutura término-terminal, con la
modificacion del punto de pared posterior para obtener una anastomosis con potencial
trombogénico.
Durante todo el procedimiento los puntos de sutura se realizan con una amplificacion de
40 aumentos y el anudado de los cabos del hilo con una amplificacién de 25 aumentos.

Se comienza con los dos primeros puntos de sutura localizados a 0° y 180° del vaso

(Figura 21).

Figura 21 Bajo amplificacion microscépica con 40 aumentos se ejecutan los dos

primeros puntos del modelo trombogénico, localizados a 0°y 180°.

Seguidamente en la cara anterior de la anastomosis, se dan los puntos del vaso a 30° y
150°. En cada punto realizado la aguja saldra por la hendidura entre los cabos del vaso a

anastomosar para asegurar que la pared posterior del vaso no estd implicada en la
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sutura. Para finalizar la anastomosis de la cara anterior, en la localizacion a 90° se
realiza el punto trombogénico de forma que la aguja se introduzca en la cara posterior
del vaso estenosandolo a ese nivel (ver Figura 12). En esta ocasion, la aguja no emerge
por la hendidura entre los cabos del vaso, sino que es el unico punto en donde la aguja,
tras abrazar la cara posterior, emerge por el cabo opuesto de la cara anterior y
seguidamente se anudan los extremos de la sutura con 25 aumentos.

Tras este punto, se da la vuelta en bloque al segmento de la arteria con el clamp doble
para proceder a suturar la pared posterior del vaso.

En la pared posterior del vaso, es muy importante sacar la aguja por la hendidura entre
ambos cabos de la anastomosis, en cada punto de sutura, para evitar con esta maniobra
dar de forma inesperada un punto extra trombogénico.

Después de la colocacion de la ultima sutura, se retiran las pinzas o clamps vasculares,
se para el crondmetro para ver el tiempo que se ha tardado en realizar el procedimiento

y se evalua la permeabilidad del vaso mediante el test de Acland (143) (Figura 22).
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Figura 22 Tras finalizar el
modelo de anastomosis

trombogénica con 7 puntos

Cualquier vaso sin flujo tras retirar el clamp vascular o con test de Acland negativo, es
eliminado del estudio.

En los vasos con permeabilidad positiva (test de Acland positivo) tras la anastomosis, se
aplica el farmaco correspondiente al grupo asignado en el estudio segun la distribucion
aleatoria, la cual se realiza al terminar la sutura de la arteria femoral.

Tras acabar el procedimiento se realiza la recolocacion del colgajo en el pliegue

inguinal y se sutura con seda 3/0. (Figura 23).
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Figura 23 Recolocacion del colgajo inguinal y sutura con seda para su posterior

monitorizacion.

4.2.4. CUIDADOS POSTOPERATORIOS
Durante los 7 dias de monitorizacion, los animales se mantienen con analgesia con
buprenorfina 0.1 mg/Kg s.c cada 24 h y en caso necesario, asociando tramadol
20mg/Kg peso s.c, en las ratas en que se prevee un mayor sufrimiento al sufrir la
necrosis del colgajo.

Todas las ratas sobrevivieron los 7 dias del estudio.
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4.2.5. ESTUDIO MACROSCOPICO Y FOTOGRAFICO
El colgajo se monitoriza a las 24 h y a los 7 dias de realizar la anastomosis, tomando
fotografias digitales del colgajo inguinal bajo anestesia general inhalatoria con

1sofluorano al 4%.

4.2.6. METODO DE EUTANASIA Y DISECCION DE LA MUESTRA PARA
ESTUDIO HISTOLOGICO

Bajo anestesia general, se realiza una perfusion intravital de formaldehido a través de la
arteria aorta, para el procesamiento histologico del segmento de anastomosis.
Descripcion de la técnica:
1. Una vez anestesiada la rata y alcanzado el plano quirtirgico (ausencia de reflejo
podal) colocarlo en posicion decubito supino sobre una placa/rejilla adecuada para la
recogida de los liquidos de lavado y fijacion.
2. Estirar y sujetar las extremidades.
3. Lavar la superficie de la rata con etanol 70°.
4. Realizar un corte en la piel a la altura del final del esterndn, separar la piel y cortar las
costillas en paralelo a los pulmones para exponer el corazon.
5. Insertar la aguja conectada a la jeringuilla que contiene la solucion de lavado, en el
ventriculo izquierdo y profundizar hasta alcanzar la aorta clampando la aguja a este
nivel.
6. Realizar una incision en la auricula derecha para permitir el escape de la circulacion
de retorno de los liquidos de lavado.
7. Proceder al lavado con la solucion salina a una velocidad de 10ml/min hasta alcanzar
el volumen de 100ml. El tiempo de lavado sera de 10 minutos.

8. Proceder a la perfusion de la solucion de fijado (500ml de formaldehido 10%)
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9. Una vigorosa contraccion muscular es indicativa de la correcta fijacién del animal.

En este momento retirar la aguja y proceder a la extraccion de los 6rganos deseados.

4.2.7. ESTUDIO HISTOLOGICO
Tras la perfusion para fijacion intravital de los vasos femorales se procede al
levantamiento del colgajo inguinal. El segmento de 5 mm de arteria femoral de la rata
que incluye la anastomosis microquirirgica, se coloca verticalmente en un paramol de
10 mm de profundidad. Cada paramol se rellena con parafina caliente, y sobre ésta se
coloca un casete estandar. Todo ello se deja enfriar a 5 °C durante 24 h. Posteriormente
el paramol se desprende y cada bloque de parafina esta listo para ser seccionado.
Cada bloque de parafina se secciona con un ultramicrotomo perpendicularmente al eje
longitudinal del vaso, en la region de la anastomosis con mayor signos de trombosis
macroscopica periadventicia (sufusion hematica, edema de la pared, tonalidad violacea,
induracion del vaso), obteniendo una seccion transversal de 5 um de espesor que se tifie
con hematoxilina-eosina evaluada por un anatomopatologo con experiencia.
Para las observaciones histologicas se utilizd el microscopio dptico zeiss con oculares
de 12.5, y objetivos de 0.4x, 0.6x, 1x, 1.6x y 2.5x, y con una distancia focal de 200 mm.
Se realiza una clasificacion de acuerdo a las caracteristicas histoldgicas de las arterias
sin trombosis y las arterias con trombosis, teniendo en cuenta el momento de
establecimiento de esta tltima.

Se describen las particularidades encontradas en cada grupo de estudio.
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4.2.8. ESTUDIO ESTADISTICO
- Test Chi-cuadrado y justificacion de la invalidez de resultados de este test para
el tamafio muestral del estudio.
- Test exacto de Fisher para tablas r x c.
- Tablas y diagramas de barras para analisis descriptivo de los grupos muestrales
y variables del estudio.
Para cuantificar la relevancia estadistica de los resultados se utiliza el sistema SAS
(Local, XP_PRO) Enterprise Guide 3.0.
La existencia o ausencia de necrosis es una variable cualitativa, por lo que el examen
estadistico consiste en un primer momento en un estudio Chi-cuadrado. Al realizar este
estudio se observa que no es un test valido ya que el tamaio muestral es demasiado
pequeiio (Anexo A: tablas 4-5, 6-7).
Por tanto, las comparaciones y las correlaciones se realizan mediante la prueba exacta
de Fisher.

Un valor de p < 0,05 se considera significativo
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Resultados

5.1. INTERVENCION QUIRURGICA
El estudio lo constituyen un total de 42 modelos de anastomosis trombogénica,
desechando 2 ratas al obtener un test de Acland negativo (143).
El tamafio muestral estd compuesto por 40 ratas. Todos los animales sobreviven al
procedimiento durante los 7 dias de estudio.
La duracién media de cada anastomosis desde la colocacion de los clamps a su retirada

es de 34,8 minutos con una desviacion estandar de + 8,3 minutos.

5.2. ESTUDIO MACROSCOPICO
El estudio macroscopico visual del colgajo da un total de 24 colgajos viables y 16
colgajos necrosados del total de 40 colgajos (60% y 40% repectivamente).
La necrosis es nula o completa. No exite necrosis parcial.

Colgajos viables: la piel del colgajo es de color blanco-rosado, similar a la piel

adyacente de la zona inguinal de la rata. El pelo rasurado ha crecido al igual que la piel

circundante y a la presion la sangre que emana por los bordes de la herida es roja sin

signos de congestion venosa. (Figura 24).

Figura 24

Imagen macroscopica de una
rata del grupo 1 tras los 7
dias de estudio. Se observa
que no existen signos de
congestion, ni edema del

colgajo, indicativo de

vitalidad.
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Colgajos necrosados: La extremidad de la rata con el colgajo necrosado estd mucho

mas fria, con éxtasis venoso, mal olor y bordes cianoéticos. A los 7 dias del
procedimiento, ningun colgajo necrosado mantiene la piel necrética. En todos ellos la

rata se ha comido la piel sin vitalidad y se han perdido gran parte de los puntos de

sutura del colgajo. El aspecto es ulcerado, con supuracion purulenta. (Figura 25 y 26).

Figura 25 Vision general de una rata del grupo IIl anestesiada, con el aspecto

macroscopico del colgajo inguinal a los 7 dias de la intervencion.

Figura 26 Imagen ampliada que muestra los bordes ulcerados con dehiscencia de herida

quirurgica y pérdida del colgajo cutdneo.



Resultados

La distribucion del nimero de colgajos necrosados segin los grupos se indica en la

tabla 2 y en la grafica 1.

TROMBOSIS

Grupo |
(control)

Grupo Il
(tissucol®)

Grupo Il
(papaverina)

Grupo IV
(sildenafilo)

’

SI

6/10

5/10

2/10

3/10

NO

4/10

5/10

8/10

7110

n= 40 ratas
Trombosis=necrosis del colgajo inguinal a los 7 dias

Tabla 2 Distribucion de los colgajos necrosados segun grupo de estudio.

B Trombosis Sl
I Trombosis NO

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Grupo |

Grupo |l Grupo Il Grupo IV

Grdfica 1 Representacion en diagrama de barras de la necrosis de los colgajos por

grupos de estudio
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El estudio macroscopico visual del colgajo a las 24 horas evidencia 11 colgajos
necrosados. A los 7 dias se observa necrosis en 5 colgajos adicionales, lo que da un total
de 16 necrosis de colgajos a los 7 dias. En todos los casos en los que la piel estaba
necrosada, la arteria estaba necrosada, y viceversa.
La distribucion de la necrosis del colgajo segiin grupos de estudio y momento de
establecimiento es la siguiente (tabla 3 y grafica 2):
Grupo I: De los colgajos necrosados, en 4/6 (66%) se establecid la trombosis en
las primeras 24 h y en 2/6 colgajos (33%) entre el segundo y el séptimo dia
postquirargico.
Grupo II: La necrosis se produjo en 4/5 de los colgajos (80%) en las primeras 24
horas y en 1/5 de los colgajos (20%) entre el dia 2-7 postquirurgico.
Grupo I1I: Establecimiento de la necrosis en el 100% de los colgajos (2/2) en las
primeras 24 horas.
Grupo IV: En 1/3 casos (33%) la necrosis se produjo en las primeras 24 horas y
en 2/3 casos (66%) la necrosis del colgajo se establecid entre el segundo y el

séptimo dia postquirargico.

113



Resultados

Grupo | Grupo |l Grupo Il Grupo IV

TROMBOSIS (control) (tissucol®) | (papaverina) | (sildenafilo)

a las 24h 4/6 4/5 2/2 1/3

dia 2-7 2/6 1/5 0/2 2/3

Tabla 3 Distribucion de la necrosis del colgajo por grupos de estudio y momento de

establecimiento.

B Necrosis 24h
I Necrosis dia 2-7

100%

80%

60%

40%

20%

0%
Grupo | Grupo I Grupo I Grupo IV

Grdfica 2 Representacion en diagrama de barras de la necrosis de los colgajos por

grupos de estudio y momento de establecimiento.
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5.3. ESTUDIO HISTOLOGICO
Las caracteristicas histologicas de las arterias no dependen del grupo al que esta adscrito
cada rata, sino a que hubiera o no trombosis, hallando una correlacion perfecta entre

necrosis de piel y trombosis arterial.

5.3.1. ARTERIAS SIN TROMBOSIS
En todas las secciones de 5 pm se puede observar el material de sutura (Figuras 27 y

28) correspondiente a la zona de la pared arterial donde se produce estenosis.

La capa de células endoteliales delimita la luz del vaso.

Alrededor de la estenosis se observan infiltrados de eritrocitos asi como las pocas

regiones donde aun se delimita la LEI.

115



Resultados

Figura 27 Imagen a 100 aumentos de la seccion transversal de 5 um de la arteria
femoral, en donde se identifica en el polo superior, el punto trombogénico del modelo

experimental. Histologia correspondiente a una rata del grupo 1V (Sildenafilo).
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Figura 28 Ampliacion a 400 aumentos de la region de la pared arterial en donde el
hilo de sutura genera una zona de estenosis. Alrededor de la estenosis se observa las
pocas regiones donde aun se delimita la LEI (flecha) asi como infiltrados de

eritrocitos (E) y la oclusion de la luz por la red de fibrina (F).
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La seccion transversal de una arteria permeable a los 7 dias, muestra la pérdida parcial
de la intima con presencia de trombos pequefios multifocales en el lado luminal de la

pared del vaso (Figura 29).

Figura 29 Imagen a 400 aumentos de un segmento de arteria

permeable. Destacan los pequerios trombos multifocales junto a la lug

del vaso (lado derecho de la imagen)
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5.3.2. ARTERIAS CON TROMBOSIS A LAS 24 HORAS
Las arterias con trombosis a las 24 horas muestran una mayor delimitacion de los
agregados eritrocitarios y plaquetarios (Figura 30) en comparacion con las necrosis del
colgajo producidas a los 7 dias del procedimiento (Figura 31) en las que la oclusion de

luz arterial por el trombo es completa.

Figura 30 Oclusion subtotal de la luz arterial por trombo de fibrina y agregados

plaquetarios, establecido a las 24h de la intervencion en una rata del Grupo I11.

La histologia muestra en la arteria con trombosis a las 24h, una mayor delimitacion de
los agregados eritrocitarios y plaquetarios con un pequeio porcentaje de luz permeable

en los vasos no suficiente para la irrigacion del colgajo.
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5.3.3. ARTERIAS CON TROMBOSIS A LOS 7 DIiAS
El lumen de las arterias esta completamente ocluido por un trombo formado por fibrina
y agregado eritrocitario.
El trombo de fibrina tiene un aspecto eosinofilo y acelular y la tinica media esta
infiltrada por fibrosis e histiocitos. Se observan areas parcheadas de hemorragia de

forma interdigitante con los focos de fibrosis. (Figuras 28 y 31).

&

Figura 31 Seccion transversal de una arterial femoral con trombosis completa,
establecida entre los dias 2-7 postintervencion. El trombo de fibrina tiene un aspecto
eosindfilo y acelular y la tiinica media estd infiltrada por fibrosis e histiocitos. Areas

parcheadas de hemorragia de forma interdigitante con los focos de fibrosis.
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En las arterias con oclusion completa de los grupos Il y IV, se observa la fibrina y un

abundante agregado granulocitico no presente en los grupos I y II, a todo lo largo de la

capa endotelial borrando su delimitacion (Figura 32).

Figura 32 Seccion
transversal de un
segmento de
arteria femoral del
grupo 1V, con
trombosis entre el
dia 2-7. La luz del

vaso estd

La seccion de un corte transversal de las arteria de un colgajo necrosados a los 7 dias
muestra el coagulo de fibrina y las células rojas que forman un gran trombo, ocupando
la casi totalidad del didmetro del lumen arterial y la intima se ha perdido completamente

(Figura 33).
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Figura 33 Region pobremente recanalizada de una arteria trombosada, compuesta

por tejido conectivo fibroso (porcion central de la imagen). Infiltrado histiocitario con

hemosiderina en la tunica media.

En la luz de los vasos, tanto en los segmentos con trombosis y oclusiéon completa como
los colgajos no necrosados con trombo que ocluye parcialmente la luz, se ve adherida a
la pared arterial el trombo de fibrina, més eosinofilo (rosa) y acelular. En el espesor de
la pared se ve un predominio de fibrosis de la capa media y un infiltado
linfoplasmocitario con histiocitos con hemosiderina (Figura 34-35)

En todos los segmentos anastomosados la cuantia de formacion del trombo varia pero
estd presente en el 100% de los casos, y se identifican componentes tanto de la
hemostasia primaria (agregados plaquetarios) como de la hemostasia secundaria

(fibrina).
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Figura 34 Pérdida de delimitacion de la capa endotelial (polo inferior de la imagen)

con una gruesa capa de fibrina adherida con sus caracteristicas distintivas de
eosinofilia y acelularidad. En la tunica media hay un predominio de infiltrado

linfoplasmocitario.
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Figura 35 Abundancia de histiocitos con hemosiderina infiltrando la tunica media.

Banda de fibrina ocluyendo parcialmente la luz del vaso.

5.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados segun grupo de estudio y momento de establecimiento de la necrosis,
muestran que el grupo IV es el Gnico en el que la mayor parte de las necrosis de los
colgajos (el 66% de los colgajos necrosados) se produjo entre el segundo y el séptimo
dia del procedimiento quirargico. (Anexo A: Tabla 3).

Los valores absolutos de los colgajos necrosados comparando los grupos sin farmaco
antitrombotico (grupos I y II) y grupos con farmaco antitrombético (grupos III y IV)
muestra una media de 55% de necrosis en los grupos sin farmaco (gtupos control y

tissucol) frente a una media del 25% de necrosis en los grupos con terapia
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antitrombotica (grupos papaverina y sildenafilo). (Tabla 4).

La comparacion entre los 4 grupos con el test exacto de Fisher obtiene una p=0.3118
por lo que no se obtiene una significacion estadistica de los resultados (Anexo A: Tabla
5).

Si consideramos en un s6lo grupo a los animales sin farmaco trombogénico (grupos Iy
IT) (Figura 8), el restulado del test de Fisher es p=0.1731, mas cercano a la significacion
estadistica, pero sin llegar a ella (Figura 9).

El andlisis de los grupos a las 24 horas del procedimiento, comparando las tasas de
trombosis de las arterias segin grupos experimentales (tabla 6), da un valor de p=
0.6706 (Anexo A: Tabla 7).

Si consideramos en un solo grupo a los animales sin farmaco trombogénico (grupos 1y
IT) (tabla 10), para aumentar con ello el tamafio muestral del grupo control, se obtiene
un valor de p=0.4793, que no alcanza la significacion estadistica (Anexo A: Tabla 11)

pese a aproximarse mas a ella.

Si fusionamos el grupo control y el grupo tissucol (grupos I y II) para aumentar el
tamafio muestral (Anexo A: Tabla 8), la comparacion a los 7 dias del procedimiento
daria un resultado del test exacto de Fisher con una tendencia estadistica hacia el
beneficio antitrombdtico de uso de papaverina y sildenafilo, pero cuyo valor p=0.1731

no alcanza la significacion (Anexo A: Tabla 9).
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6.1. SITUACION ACTUAL

El factor mas importante en la permeabilidad de los vasos en microcirugia
reconstructiva es la técnica quirargica, lo que incluiria una adecuada preparacion de los
vasos, la alineacion del pediculo sin torsiones ni pliegues, minima tension en la
anastomosis, manipulaciéon apropiada de los vasos disecando la adventicia y no la
intima y minimizacién del nimero de suturas (144). Sin embargo, es un hecho el que
todos los equipos refieren un porcentaje de fracasos (1-10%), debido a problemas
técnicos, patologia vascular previa, injertos vasculares de interposicion, radioterapia
previa o estados de hipercoagulabilidad o estasis vascular.
Existen multiples estudios en animales en la literatura, pero escasos estudios clinicos
prospectivos en humanos al respecto, y hasta el momento, ninguno a conseguido
resultados concluyentes que determinen un protocolo de anticoagulacion eficaz.
No existen protocolos internacionales sobre la utilizacion de anticoagulantes en injertos

libre microvascularizados.

6.2. ELECCION DEL MODELO EXPERIMENTAL
6.2.1. LA RATA COMO ANIMAL DE EXPERIMENTACION
Habitualmente se utilizan modelos animales para investigar la eficacia de farmacoldgica
de los distintos agentes antes de su uso clinico.
El modelo animal ideal de anastomosis microvascular ha sido definido por Kersh et al.
(134) como aquel que cumple las siguientes caracteristicas:
-En primer lugar, debe realizar un modificacion vascular permanente para
proporcionar una fuente continua de trombos.
-En segundo lugar, el modelo anastomdtico debe imitar una reparacion vascular

clinica.
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-En tercer lugar, el diametro de los vasos debe medir entre 1 a 3 mm para permitir la
completa obstruccion por un trombo.
-Por ultimo, la formacion del trombo debe ser gradual.
La rata es el animal elegido para el modelo de trombosis del presente estudio al ser
habitualmente utilizado por cirujanos microvasculares en la préactica de anastomosis,
proporcionar el tamano adecuado de los vasos en comparacion con la practica clinica y

ser relativamente barato.

En la rata, la histologia de la pared de los vasos es extrapolable al humano, siendo ésta
una de las causas que hacen de la rata un animal idoneo de experimentacién para
estudios sobre alteracion de la dindmica, la fisiopatologia o la anatomia vascular.

En este modelo experimental, se tiene en cuenta el sexo de la rata, ya que se ha
demostrado que uno de los més potentes agentes proinflamatorios endogenos es el PAF
(factor activador de plaquetas), involucrado en un gran nimero de enfermedades que
incluyen el asma, el shock endotdxico y las enfermedades cardiovasculares.

A su vez, la actividad de la enzima inhibidora del PAF, la PAF-acetilhidroxilasa
plasmatica (PAF-AH) estd regulada por las hormonas plasmaticas, fundamentalmente
por la progesterona y los estrégenos (145).

Pese a que ninguno de los farmacos aplicados en nuestro estudio tiene descrito en la
literatura una alteracion en las hormonas plasmaticas, los datos descritos por Yasuda et
al. (145) sugieren que el sexo es muy importante, por lo que a la hora de hacer el disefo
del modelo se decide utilizar todas las ratas macho.

En cuanto al peso de las ratas, la literatura reciente afirma que el didmetro de la arteria
femoral de rata se mantiene constante, en torno a Imm, en ratas de entre 250-350g

(127,146).
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Incluso Rickard et al. describe en un reciente estudio que el didmetro de la arteria
femoral distal al origen de la arteria epigastrica superficial caudal, no varia con el peso
del animal en ratas de entre 300-500g (146).
De estos datos se concluye que cambios en el peso del roedor, en un rango amplio, no
implican cambios significativos en el didmetro de los vasos, por lo que el peso de los
animales de nuestra muestra estaria dentro del rango de homogeneidad del didmetro de
sus arterias.
Partiendo de este animal, la arteria femoral de la rata ha sido desde las ultimas tres
décadas una de las herramientas mas utilizadas para la practica experimental de la
anastomosis de pequefios vasos en el marco de la microcirugia, al proporcionar un
modelo perfecto para el estudio de la prevencion de la formacién de trombos tras
microanastomosis con posibilidad de disefiar un colgajo microvascular (124).
En el estudio que se expone, se ha escogido la arteria femoral de la rata para la creacion
de un modelo de anastomosis trombogénica reproducible, fiable, con posibilidad de
repermeabilizacion y monitorizable por medio del colgajo inguinal. Esto cumpliria las
caracteristicas del modelo ideal de Kersh.
La eleccion del lado derecho para el disefio del colgajo inguinal en todas las ratas se
debe a un intento de homogeneizar la muestra de estudio basandonos en el estudio de
Rickard RF et al. (146), el cual encuentra un aumento significativamente mayor en el
flujo sanguineo de la arteria femoral derecha de las ratas que estudia con respecto al

flujo sanguineo de la arteria femoral izquierda.
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6.2.2. MODELO DE SUTURA TROMBOGENICA

El modelo de sutura de la pared posterior lleva apenas 6 afos en conocimiento de los
investigadores, lo que puede explicar que haya pocos estudios basados en él.
El punto de pared posterior produce una forma de "8" en la luz. Esto aumenta la
resistencia contra el paso de sangre, lo que a su vez desencadena la ruptura de la
estructura laminar del flujo. La turbulencia cerca de la pared del vaso aumenta la
resistencia e incrementa el contacto entre las células sanguineas y tejido subendotelial.
Esto aumenta atin mas el riesgo de trombosis.
El flujo sanguineo turbulento puede desencadenar un proceso inflamatorio. La evidencia
de la inflamacion en la pared del vaso con una sutura de la pared posterior se determina
en este trabajo en el estudio histologico de las anastomosis de 24 horas de evolucion
(Figura 30) en consonancia con las datos descritos en la literatura (129). El flujo
turbulento no puede crear una inflamacioén adecuada para causar trombosis en una hora.
De aqui que en el estudio de Nasir (129) se documentaran mas vasos con trombosis en
24 horas en comparacion con las anastomosis estudiadas 1 hora tras la sutura, debido a
que la inflamacién es un proceso lento y progresivo. Por otro lado, la velocidad de la
sangre tiene un perfil parabdlico, que disminuye desde el centro a la periferia del vaso.
Materiales trombogénicos como la adventicia pueden ser arrastrados hacia la zona
intravascular por la puntada, pudiendo también causar un efecto de barrera intraluminal
que perturba el patrén de flujo sanguineo.
Nasir en su estudio, encontr6 una tasa de trombosis de la arteria femoral del grupo
control (modelo trombogénico sin farmaco) del 28 % 1 hora tras la realizacion de la
anastomosis y del 50 % a las 24 horas de realizar el modelo experimental. Esta ausencia
de trombosis inmediata en el vaso hace que el modelo sea apto para el estudio de

farmacos antitromboticos al ser susceptible de modificar la permeabilidad del vaso al
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afiadir sustancias que impidan la agregacion granulocitico-plaquetaria y los infiltrados
de fibrina responsables de la oclusion de la luz del vaso.

Por ultimo, recalcar que en el estudio que se presenta, en todos los segmentos
anastomosados la cuantia de formacién del trombo varia, pero estd presente en el 100%
de los casos. Esto se explica por el potencial trombogénico del punto de sutura de pared
posterior en la arteria femoral que cumple las caracteristicas del modelo trombogénico
ideal de Kersh (124). De esta forma, el modelo ejerce su efecto de forma independiente

a la adicion de uno u otro tipo de farmaco antitrombotico.

6.3. ELECCION DE LA TECNICA DE EVALUACION

Pese a la introduccion de varios métodos punteros en los ltimos afios, ninguna de estas
técnicas cumple todos los denominados “criterios ideales” de monitorizacion de un
colgajo: 1. Debe ser manejable; 2. El resultado obtenido debe ser rapido; 3. Debe ser
sensible y especifico; 4. Reproductibilidad de resultados; 5. Aplicabilidad a todo tipo de
colgajos en cualquier localizacion; 6. El equipamiento del dispositivo debe ser de
montaje sencillo de forma que incluso personal inexperto sea capaz de identificar un
fracaso circulatorio del colgajo.

El sistema de vigilancia ideal seria aquel que cumpla las caracteristicas de seguridad,
confiabilidad, sencillez de manejo, bajo costo, no invasivo y alta sensibilidad y
especificidad (137). El estudio de Gimber (138) es el primero en analizar de forma
especifica los dispositivos para monitorizacion del injerto libre microvascularizado,
describiendo su capacidad para diagnosticar la oclusiéon venosa parcial, pero pese a que
el laser Doppler se identifica como el método no invasivo de mayor éxito en la
deteccion de oclusidon venosa parcial, no cumpliria las caracteristicas del modelo ideal al

precisar entrenamiento especifico del manejo del instrumental sin tampoco obtener un
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100% de especificidad y sensibilidad de los resultados.
En este estudio, la autora identifica de visu por el color del colgajo la obstruccion
vascular, y para ello la inspeccion clinica era suficiente. Este hecho se demuestra en el
estudio histologico de las anastomosis ya que siempre que el colgajo epigéstrico estaba

negro habia trombosis, y siempre que el color de la piel era normal, en la histologia la

arteria funcionaba, lo cual corrobora la validez de la técnica de evaluacion del estudio.

Ante la amplia gama de sofisticados métodos de monitorizacion de los injertos
microquirtrgicos, el cirujano reconstructivo no debe perder la idea de que lo primero es
observar las caracteristicas de la zona reconstruida, y mas aun en el caso de injertos
microvasculares con isla cutdnea de la que se puedan obtener datos objetivos a tiempo
real. Varkey et al. en su estudio publicado en el 2008 (136), describe como mediante
fotografia digital y el envio de las imagenes por internet, es posible obtener un método
altamente eficiente, de gran rentabilidad coste-efectividad, al alcance de todo cirujano.
Este autor presenta un analisis de 67 casos monitorizados con esta técnica, a través del
envio por internet de las imagenes realizadas por el personal de enfermeria del servicio
de reanimacion postquirargica, valoradas a tiempo real por el microcirujano
reconstructor responsible. Este método permitié disminuir considerablemente el sesgo
interobservador y asi poder solucionar situaciones de dudosa congestion del injerto para

rescatar el pediculo vascular.

6.3.1. ELECCION DEL COLGAJO INGUINAL
Con el colgajo inguinal, se pretende reproducir una situacion clinica que ocurre en la
practica habitual del cirujano reconstructivo cuando se realiza la transferencia de tejido

microvascularizado, en la cual el pediculo vascular que irriga el tejido a reimplantar se
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secciona y se anastomosa en los vasos receptores, siendo susceptible de trombosis por
factores intrinsecos al paciente (alteraciones en la coagulacion tanto por
hipercoagulabilidad como por necesidad de anticoagulacion por cardiopatia) como
fundamentalmente por fallos en la técnica quirargica.

El modelo de colgajo inguinal se ha utilizado anteriormente para una amplia gama de
estudios experimentales sobre isquemia y reperfusion (148-151).

Las dimensiones del colgajo disefiado en este trabajo son de 2x1 cm, tamafio menor que
los colgajos descritos por otros autores cuyas dimensiones medias son de 6 x 3.5 cm
(148-151). La autora no considera la necesidad de un disefio mayor, ya que podria ser
susceptible de sesgo tanto a favor de la vitalidad del colgajo por vascularizacion de los
bordes del colgajo por ramas comunicantes del recto del abdomen o del dorsal ancho,
como por mayor susceptibilidad de necrosis de los bordes por déficit de vascularizacion
terminal.

Por ello, el disefio del colgajo inguinal de este estudio se centra en la piel concéntrica al
pediculo femoral.

Pese a que la paleta cutanea del colgajo del modelo se basa en la arteria epigastrica, ésta
se aleja del diametro habitual de los vasos receptores y donantes que se anastomosan en
la practica clinica habitual en microcirugia, aumentando en gran medida el riesgo de
trombosis por la gran dificultad técnica que supondria la anastomosis. Por ello, el
modelo de sutura trombogénica utilizado se centra en el pediculo principal de la arteria
femoral, cuyo diametro de 1 mm simula la anastomosis realizada en humanos.

Ante la amplia gama de sofisticados métodos de monitorizacion de los injertos
microquirtrgicos, el cirujano reconstructivo no debe perder la idea de que lo primero es
observar las caracteristicas de la zona reconstruida, y mas aun en el caso de injertos

microvasculares con isla cutdnea de la que se puedan obtener datos objetivos a tiempo
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real. Los métodos convencionales de medicion de la temperatura del colgajo, la
turgencia, el color y el relleno capilar, son los pilares en los que debemos centrar
nuestra primera valoracion del injerto y asi como las posteriores valoraciones seriadas
para contrastar los resultados. De ahi la utilizacion de un modelo microquirtirgico que
permita de forma directa, rdpida y sencilla, la monitorizacion de la permeabilidad de la
anastomosis a través de las constantes clinicas de la isla de piel.

La desventaja que aparece en el modelo del colgajo inguinal es que estd muy a mano
para que la rata, cuando aparece la necrosis del colgajo, se muerda los puntos y se coma

el colgajo, como ocurre en el trabajo que se presenta.

6.4. GRUPOS EXPERIMENTALES

6.4.1. GRUPO CONTROL
La lesion artificial generada en el vaso elegida para nuestro estudio, debe aumentar el
porcentaje de trombosis precisamente para poder demostrar diferencias estadisticamente
significativas o una tendencia estadistica que permita sacar conclusiones.
Sin embargo, tras la critica reduccion del flujo vascular ocasionado por el punto de
pared posterior, el cudl es considerado en la préctica clinica humana una reconocida
causa de trombosis, cabria esperar un porcentaje de permeabilidad cercano a 0% y sin
embargo en el grupo control se obtiene un 40% de colgajos con anastomosis
permeables.
Este dato hace pensar en un mejor comportamiento biologico de la rata frente al
humano, con algiin mecanismo de dilatacion reactiva que permite que el flujo arterial
supere el obstaculo en el interior del vaso.
Esta hipotesis se apoya en los hallazgos histologicos que se obtienen, ya que ninguna

seccion de las anastomosis arteriales muestra la imagen en “8” en la zona del punto de
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pared posterior como cabria esperar segun el disefio del modelo de sutura trombogénica.
También ayudaria el que la estructura anatémica de la arteria, con sus capas musculares
y elasticas, tienda a mantener la forma circular evitando el aplastamiento. Esto se
observa en los cortes histologicos de la figura 29, donde pese a la desestructuracion
completa de la tunica intima y la tinica media, la LEE mantiene el esqueleto externo del
vaso y la integridad estructura en capas de la arteria.

Por otro lado, las cirugias conllevan un sangrado, y por lo tanto se produce algo de
hipovolemia que la rata revierte al terminar la cirugia y la anestesia con la ingesta de
liquido. Esto ocasiona una cierta hemodilucién que favoreceria el flujo sanguineo con

disminucidn de la turbulencia.

6.4.2. GRUPO “TISSUCOL”

Los hallazgos macroscopicos y el examen histologico de las muestras en las que al
modelo de trombosis se le ha afiadido inicamente el vehiculo transportador de farmacos
(tissucol ), son congruentes con la literatura previa en la que este pegamento de fibrina
no muestra propiedades trombogénicas inherentes (65,67). La tasa de trombosis de este
grupo presenta datos similares al grupo control (50% de colgajos trombosados frente a
un 40% de colgajos trombosados en el grupo control), diferencias no estadisticamente
significativas (p=0.3118).

En la literatura no hay nada que apoye la trombogenicidad del tissucol, incluso podria
reducir un potencial efecto antitrombdtico tanto al reducir la movilidad de la arteria al
fijarla de forma elastica en el lecho quirtirgico, como por su efecto sellador impidiendo
la filtracion de sangre en anastomosis técnicamente imperfectas y por tanto, impidiendo
la formacion de un trombo transmural.

Aunque se precisarian estudios experimentales para probar estos datos ya que también
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cabria la posibilidad de que contrariamente, el tissucol aumentara el riesgo de trombosis
por su composicion de fibrina que filtre por la pared o por la hendidura entre las suturas
de la anastomosis al interior del vaso.

En todo caso, existe una diferencia del 10% de necrosis entre el grupo control y el grupo
tissucol, que pudiera mantenerse o aumentar si incrementaramos el tamafio muestral.

La histologia de las arterias de este grupo muestra las caracteristicas generales presentes
en el grupo control, con la capa intima comprometida de forma total o parcial,
perdiendo su delimitacion celular y siendo infiltrada por células inflamatorias, pero sin
infiltrado granulocitico-macrofago en mayor grado que el grupo control, lo que indica
que no existe indicativo reaccién mayor a cuerpo extraflo y, en la opinion de la autora

esto se debe a que el tissucol es bien tolerado por el organismo.

6.4.3. GRUPO “PAPAVERINA”

Comparando los valores absolutos de los colgajos trombosados de los grupos I y II con
respecto a los grupos III y IV, se observa que la adicion de papaverina o sildenafilo
disminuye la tasa de necrosis del colgajo pero no se obtiene significacion estadistica
(tabla 4).

El vasoespasmo reduce el flujo sanguineo del injerto microvascular lo cual es un factor
con potencial de aumentar la morbilidad/mortalidad del paciente, incrementa la
dificultad técnica de la anastomosis, (152) y puede influir en las decisiones a la hora de
reconstruir un defecto oncoldgico con un injerto libre microvascularizado o por el
contrario, optar por un colgajo pediculado o regional. A su vez, el descenso del flujo
vascular de forma intraoperatoria hace que el vaso sea mas susceptible de sufrir una
oclusion cronica.

En la practica clinica habitual de la autora, la papaverina so6lo se utiliza en
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ocasionalmente para irrigar las perforantes durante la diseccion del injerto
microvascular para evitar el vasoespasmo, pero no habitualmente durante la
anastomosis microvascular a no ser que la arteria tenga mucho espasmo, ya que se ha
comprobado que las arterias irrigadas pierden su estructura externa y quedan
desflecadas. Este dato apoyaria los resultados del estudio de Gao et al. (32).
Generalmente, la autora y el equipo en el que trabaja, utilizan en su practica clinica
habitual intraoperatoria 10mg de papaverina para prevenir y tratar el vasoespasmo en
una concentracion de Img/ml, por lo que se utiliza la misma dosis en el estudio
experimental con ratas que se describe.

La dosis de papaverina empleada en la literatura varia ampliamente hasta un maximo de
50 mg (153) y las concentraciones descritas varian desde 0.3 mg/ml a 1.5 mg/ml, lo que
dificulta los resultados entre estudios comparativos. Sin embargo, Dregelid et al. (30)
encontraron que el incremento de la concentracion de papaverina topica de 0.8 mg/ml a
1.5 mg/ml, no incrementa el flujo en el injerto de arteria mamaria interna, lo que sugiere
que las concentraciones dentro de ese rango tienen efectos similares.

El resultado en la tasa de trombosis del grupo experimental tratado con papaverina,
indica un descenso considerable en el porcentaje de colgajos necrosados, datos acordes
con los encontrados en la literatura publicada hasta ahora (40). La explicacion a este
hecho podria ser que al dilatar la arteria el flujo es menos turbulento pese a que
teoricamente, al dilatar el vaso, se podria pensar que el flujo se endentece, y habria mas
trombosis. Pero esto no sucede en la rata ya que todo el flujo que deberia ir a la pata va
por esa anastomosis, hasta llegar a los vasos epigéstricos que irrigan directamente el
colgajo inguinal que se monitoriza clinicamente.

Esto da una idea de la enorme presion que llevan los vasos femorales en nuestro modelo

y que por tanto, la anastomosis se ve favorecida tras la aplicacion de farmacos
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vasodilatadores como la papaverina.

6.4.4. GRUPO “SILDENAFILO”

Los resultados del estudio presentan un porcentaje de trombosis en las arterias irrigadas
con sildenafilo muy similar al porcentaje de trombosis obtenido con la irrigaciéon con
papaverina (30% trombosis con sildenafilo frente al 20% de trombosis con papaverina).
La histologia arterial es igualmente muy similar en este grupo al compararla con el
grupo anterior, con la unica diferencia en el momento de presentacion de la trombosis;
mientras que en el grupo tratado con papaverina en el 100% de los colgajos necrosados
dicha necrosis se establecio clinicamente a las 24h de la intervencion (2/2 injertos
trombosados), en el grupo tratado con sildenafilo la necrosis de los colgajos se presento
clinicamente en un 66% de las ocasiones entre los dias 2-7 postquirtrgicos (2/3 colgajos
necrosados presentaron datos clinicos de necrosis pasadas las 24h tras la anastomosis).
Este dato no es estadisticamente significativo (p=0.3118) pero indica una tendencia, lo
que podria estar en relacion con el doble efecto del sildenafilo (vasodilatador y
antiagregante plaquetario) en comparacion con la papaverina (solo tiene propiedades
vasodilatadoras). Este hecho seria la causa del retraso en el establecimiento de la

trombosis del pediculo vascular.
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6.5. LIMITACIONES DEL ESTUDIO
Se decidio realizar su trabajo con un tamafio muestral de 40 ratas basandose en estudios
previos de similares caracteristicas (139,154,155) y estando limitada su invesgacion por
los factores tiempo de estudio, subvencion economica e infraestructura del
departamento de experimentacion animal.
Se podrian haber hecho so6lo dos grupos comparando el farmaco a estudiar, el
sildenafilo, con el grupo control, o tres grupos si también comparamos con el vehiculo,
pero la autora queria compara el sildenafilo con algun farmaco ya muy probado para
poder tener una idea mas clara de la importancia relativa que pudiera tener el
sildenafilo.
Otra limitacion del estudio que se discute es la temperatura a la que se irrigan los
farmacos.
Segun el estudio publicado por Mulay y colaboradores (156), cuando la papaverina se
administra de forma topica diluida en una solucién normotérmica (37°), el poder
vasodilatador es superior a cuando la disolucion esta a temperatura ambiente (21°).
La papaverina inhibe la actividad de la enzima fosfodiestera intracelular, incrementando
el AMP ciclico. La actividad de la fosfodiesterasa es mayor en normotermia.
Por otro lado, algunos autores han descrito que la hipotermia relativa de una solucion
podria ser vasoespastica por si misma (152). Este hecho seria interesante tenerlo en
cuenta en el caso del tissucol, ya que para su administracion requiere previamente ser
descongelado, siendo muy variable la temperatura de administracion entre sujetos de
estudio.
La autora de este estudio no efectia un control de la temperatura exacta a la que se
irriga el farmaco una vez que lo descongela, hecho que puede ser fuente de variabilidad

interindividual de una rata a otra. Esto seria objeto de investigaciones adicionales para
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demostrar si ciertamente, la actividad de un farmaco varia por el hecho de ser
administrado a una temperatura u otra.

En el estudio que se presenta no se ha controlado el factor térmico a la hora de
administrar la droga. Sin embargo, todos los modelos trombogénicos se han realizado
en las mismas condiciones ambientales, asi como el mantenimiento de las ratas durante
los 7 dias de estudio postquirturgico, el cual se ha llevado a cabo en condiciones idoneas
de humedad, luz, temperatura y alimentacion regidas por el Instituto de Investigacion

Experimental del Hospital Universitario La Paz.

6.6. RELEVANCIA CLINICA DE LOS RESULTADOS
La demostracion de que el sildenafilo y la papaverina aumentan la probabilidad de éxito
de las anastomosis microvasculares en este modelo animal podria servir de base para
utilizar un protocolo similar en la microcirugia en el ser humano. Sin embargo, este
paso deberia darse con cierta cautela, y seria necesario efectuar nuevos experimentos,
con animales de mayor tamafio, como el cerdo, antes de utilizar esta terapia en la clinica
humana.
El retraso encontrado en el establecimiento de la trombosis del grupo “sildenafilo”
podria indicar un beneficio terapéutico mayor que el generado por la papaverina, al
otorgar un mayor tiempo para el rescate de los injertos necrosados en el caso de
establecerse una trombosis irreversible.
El modelo de sutura trombogénica utilizado, se muestra como un modelo de gran
utilidad para futuros estudios experimentales con farmacos antitrombdticos, al
demostrar en este estudio que presenta las carateristicas de idoneidad para tal efecto.
El tissucol se muestra como un adecuado vehiculo de transporte de farmaco en

anastomosis vascular, al carecer de propiedades tromboembdlicas y no alterar las
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propiedades de los farmacos a estudiar. Este hecho puede ser de gran utilidad para

futuros estudios en terapia antitrombotica.
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Conclusiones

En este estudio no se establece un beneficio estadisticamente significativo con la
aplicacion del sildenafilo en la anastomosis microvascular en comparacion con

la papaverina.

El estudio no demuestra diferencias significativas entre los diferentes grupos,
pero si sugiere un beneficio al aplicar papaverina y sildenafilo en la anastomosis

trombogénica, frente a la no aplicacion de farmacos antitromboticos.

El establecimiento de la trombosis en los colgajos necrosados en el grupo
tratado con sildenfilo se produjo de forma mas tardia que en el grupo tratado con

papaverina, con una tendencia estadistica pero sin llegar a ser significativa.

Los resultados demuestran que el tissucol por si mismo no parece ser
trombogénico, objetivando su utilidad como vehiculo transportador de fArmacos

en microcirugia.

El modelo de sutura de pared posterior asociado al colgajo inguinal con
anastomsosis microvasculares, es apto para el estudio de la oclusion vascular en
microcirugia, asi como para evaluar multiples candidatos a farmacos
antitromboticos. Se trata de un modelo animal relativamente sencillo, barato y

reproducible.

La técnica de monitorizacion mediante estimacion clinica del colgajo inguinal
microvascularizado y registro con fotografia digital, se presenta como un

método fiable, reproductible, rapido, de facil aplicabilidad y con un 100% de
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sensibilidad y de especificidad en este estudio.

Este trabajo puede servir de base para efectuar nuevos experimentos con

animales de mayor tamafio, como el cerdo, antes de investigar su utilidad en el

ser humano.
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Resumen

La trombosis de las anastomosis vasculares en el campo de la microcirugia
reconstructiva es un problema clinico de extraordinaria relevancia por las consecuencias
que supone para el paciente. El fracaso de los procedimientos microvasculares se
relaciona estrechamente con la trombosis y/o con el espasmo vascular en el sitio de la
anastomosis.

El uso de vasodilatadores en microcirugia humana es controvertido ya que su
administracion sistémica podria provocar hipotension y afectar negativamente a la
perfusion del colgajo. Por ello, los vasodilatadores s6lo se utilizan tdpicamente
alrededor de la anastomosis vascular. La papaverina es un alcaloide del opio también
ampliamente utilizado por su potente efecto vasodilatador se debe a la inhibicion de la
fosforilacion oxidativa y del flujo del calcio durante la contraccion muscular.

El sildenafilo, potente inhibidor de la PDES, ha demostrado su accion relajante vascular
sobre el sistema vascular periférico y su capacidad in vivo de reducir la agregacion
plaquetaria, mejorando la vascularizacion de colgajos locales experimentales con
vasculariacion aleatoria, administrado via oral, intraperitoneal y local en el colgajo.

No existe ningun estudio hasta la fecha sobre el efecto del sildenafilo en las anastomosis
microvasculares, ni en el ambito experimental ni en el dmbito clinico. Por ello el
objetivo fundamental del presente estudio ha sido determinar el beneficio producido por
la aplicacion topica de sildenafilo en la anastomosis vascular en comparacion con el

método estandar de vasodilatacion con papaverina topica.

Material y Métodos
Se utilizan 40 ratas a las que se efectia un colgajo inguinal pediculado en al arteria
femoral, en la que se lleva a cabo una anastomosis microvascular con el modelo de

sutura trombogénica de pared poserior. Tras la anastomosis microquirurgica se
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comprueba la permeabilidad del vaso y posteriormente los animales son distribuidos
equitativamente y de forma aleatoria en cuatro grupos experimentales, segiin el firmaco
aplicado topicamente sobre el segmento arterial anastomosado. Los grupos fueron:
Control (no se irriga el vaso con ningtn farmaco), Tissucol, Papaverina, Sildenafilo.

Se recoloca finalmente el colgajo en su localizacion inguinal y los animales de estudian
a las 24 horas y a los 7 dias mediante estudio macroscopico y fotografia digital del
colgajo.

A los 7 dias, los animales se sacrifican y se preparan para el estudio histologico del

segmento arterial anastomosado.

Resultados

El estudio macroscopico visual del cogajo a las 24 horas da como resultado 11 colgajos
necrosados del total de 16 colgajos necrosados. A los 7 dias se establecio la necrosis del
colgajo en 5/16 colgajos necrosados.

Grupo I: De los colgajos necrosados, en 4/6 (66%) se establecid la trombosis en las
primeras 24 h'y en 2/6 colgajos (33%) entre el segundo y el séptimo dia postquirargico.
Grupo II: La necrosis se produjo en 4/5 de los colgajos (80%) en las primeras 24 horas
y en 1/5 de los colgajos (20%) entre el dia 2-7 postquirargico.

Grupo III: Establecimiento de la necrosis en el 100% de los colgajos (2/2) en las
primeras 24 horas.

Grupo 1V: En 1/3 casos (33%) la necrosis se produjo en las primeras 24 horas y en 2/3
casos (66%) la necrosis del colgajo se establecid entre el segundo y el séptimo dia
postquirdrgico.

En el estudio histoloégico de los segmentos arteriales, se observa que en todas las

muestras la cuantia de formacion del trombo varia pero esta presente en el 100% de los

147



Resumen

casos, y se identifican componentes tanto de la hemostasia primaria (agregados
plaquetarios) como de la hemostasia secundaria (fibrina).

Los resultados segiin grupo de estudio y momento de establecimiento de la necrosis,
muestran que el grupo IV es el tnico en el que la mayor parte de las necrosis de los
colgajos (el 66% de los colgajos necrosados) se produjo a las 24horas (Tabla 3).

Los valores absolutos de los colgajos necrosados comparando los grupos sin farmaco
antitrombotico (grupos I y II) y grupos con farmaco antitrombotico (grupos III y IV)
muestran una clara reduccion en la tasa de necrosis de los colgajos al utilizar papaverina
o sildenafilo frente al no utilizar terapia antitrombotica (grupo control y grupo tissucol)
(Tabla 4).

La comparacion entre los 4 grupos con el test exacto de Fisher obtiene una p=0.3118

por lo que no se obtiene una significacion estadistica de los resultados (tabla 5).

Conclusiones

En este estudio no existen diferencias significativas entre los grupos de estudio, ni con
los controles ni entre los experimentos. Asimismo, no hay diferencias entre los tiempos
de isquemia con o sin farmacos.

El establecimiento de la trombosis en los colgajos necrosados en el grupo tratado con
sildenfilo se produjo de forma mas tardia que en el grupo tratado con papaverina, con
una tendencia estadistica pero sin llegar a ser significativa.

Los resultados demuestran que el tissucol por si mismo no parece ser trombogénico,
objetivando su utilidad como vehiculo transportador de farmacos en microcirugia.

El modelo de sutura de pared posterior asociado al colgajo inguinal con anastomsosis
microvasculares, es apto para el estudio de la oclusion vascular en microcirugia, asi

como para evaluar multiples candidatos a firmacos antitromboticos. Se trata de un
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modelo animal relativamente sencillo, barato y reproducible.
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Isoforma PDE 5
Tejido Al A2 A3
Cerebro + -+ —
Pulmén + + —
Corazén —— — -
Higado -+ + —
Rindn —+ —+ —
Vejiga + + +
Prostata -+ -+ -
Uretra — - -+
Pene -+ + +
Utero + + +
Musculo esquelético + + -

Tabla 1 Isoformas de la fosfodiesterasa 5 y su distribucion en los tejidos humanos.

Grupo | Grupo Il Grupo lll | Grupo IV

TROMBOSI (control) | (tissucol®) [ (papaverina) | (sildenafilo)

’

Sl 6/10 5/10 2/10 3/10

NO 4/10 5/10 8/10 7110

n= 40 ratas
Trombosis=necrosis del colgajo inguinal a los 7 dias

Tabla 2 Distribucion de los colgajos necrosados segun grupo de estudio.
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Grupo | Grupo I Grupo lll | Grupo IV

TROMBOSIS . ,
(control) | (tissucol®) | (papaverina) | (sildenafilo)

a las 24h 4/6 4/5 2/2 1/3

dia 2-7 2/6 1/5 0/2 2/3

Tabla 3 Distribucion de la necrosis del colgajo por grupos de estudio y momento de

establecimiento.
Procedimiento FREQ
Frequencia Tabla de Trombo 7 dias por Grupo
Pct col
Grupo(Grupo)
Trombo 7 dias(Trombo 7 dias) 1 2 3 4 Total
0 4 5 8 7 24
40.00 50.00 80.00 70.00
1 6 S 2 3 16
60.00 50.00 20.00 30.00
Total 10 10 10 10 40

Tabla 4 Valores absolutos de colgajos necrosados por grupos de estudio a los 7dias.
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Estadisticos para Tabla de Trombo 7 dias por Grupo

Estadistico DF Valor Probabilidad
Chi-cuadrado 3 4.1667 0.2440
Ratio chi-cuadrado de la verosimilitud | 3 4.2924 0.2316
Chi-cuadrado Mantel-Haenszel 1 2.9250 0.0872
Coeficiente Phi 0.3227
Coeficiente de contingencia 0.3071
V de Cramer 0.3227

Aviso: 50% de las celdas esperaban cuentas menores
que 5. Puede que chi-cuadrado no sea un test valido.

Test exacto de Fisher

Pr<=P

Tabla de probabilidad (P) 0.0045
0.3118

Tamarno de la muestra = 40

Tabla 5 Analisis estadistico de los colgajos trombosados de los grupos de estudio a los

7dias.

Andlisis de tabla

Resultados
Procedimiento FREQ
Frequencia Tabla de Trombo 24h por Grupo
Pct col
Grupo(Grupo)
Trombo 24h(Trombo 24h) 1 2 3 4 Total
0 6 6 8 8 28
60.00 60.00 80.00 80.00
1 4 4 2 2 12
40.00 40.00 20.00 20.00
Total 10 10 10 10 40

Tabla 6 Valores absolutos de tasas de trombosis de las arterias segun grupos
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Estadisticos para Tabla de Trombo 24h por Grupo

Estadistico DF Valor Probabilidad
Chi-cuadrado 3 1.9048 0.5924
Ratio chi-cuadrado de la verosimilitud | 3 1.9326 0.5865
Chi-cuadrado Mantel-Haenszel 1 1.4857 0.2229
Coeficiente Phi 0.2182
Coeficiente de contingencia 0.2132
V de Cramer 0.2182
Aviso: 50% de las celdas esperaban cuentas menores
que 5. Puede que chi-cuadrado no sea un test valido.

Test exacto de Fisher

Pr<=P

Tabla de probabilidad (P) 0.0160
0.6706

Tamarnio de la muestra = 40

Tabla 7 Anadlisis de los grupos a las 24 horas del procedimiento, comparando las

tasas de trombosis de las arterias segun grupos experimentales.

Procedimiento FREQ
Frequencia Tabla de Trombo 7 dias por Grupo2
Pct col
Grupo2
Trombo 7 dias(Trombo 7 dias) 1 3 4 Total
0 9 8 7 24
45.00 80.00 70.00
1 11 2 3 16
55.00 20.00 30.00
Total 20 10 10 40

Tabla 8 Valores absolutos de colgajos necrosados tras considerar en un solo grupo a
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las ratas sin farmaco antitrombdtico (grupos 1y 2).

Estadisticos para Tabla de Trombo 7 dias por Grupo2

Estadistico DF Valor Probabilidad
Chi-cuadrado 2 3.9583 0.1382
Ratio chi-cuadrado de la verosimilitud | 2 4.0900 0.1294
Chi-cuadrado Mantel-Haenszel 1 2.9491 0.0859
Coeficiente Phi 0.3146
Coeficiente de contingencia 0.3001
V de Cramer 0.3146
Aviso: 33% de las celdas esperaban cuentas menores
que 5. Puede que chi-cuadrado no sea un test valido.

Test exacto de Fisher
Tabla de probabilidad (P) 0.0144
Pr<=P 0.1731

Tamarno de la muestra = 40

Tabla 9 Analisis estadistico tras considerar en un solo grupo a las ratas sin farmaco

antitrombdético (grupos 1y 2).

Procedimiento FREQ
Frequencia Tabla de Trombo 24h por Grupo2
Pct col
Grupo2
Trombo 24h(Trombo 24h) 1 3 4 Total
0 12 8 8 28

60.00 80.00 80.00

1 8 2 2 12
40.00 20.00 20.00

Total 20 10 10 40

Tabla 10 Valores absolutos de colgajos necrosados a las 24horas, tras considerar en
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un solo grupo a las ratas sin farmaco antitrombdtico (grupos 1y 2).

Estadisticos para Tabla de Trombo 24h por Grupo2

Estadistico DF Valor Probabilidad
Chi-cuadrado 2 1.9048 0.3858
Ratio chi-cuadrado de la verosimilitud | 2 1.9326 0.3805
Chi-cuadrado Mantel-Haenszel 1 1.7196 0.1897
Coeficiente Phi 0.2182
Coeficiente de contingencia 0.2132
V de Cramer 0.2182
Aviso: 33% de las celdas esperaban cuentas menores
que 5. Puede que chi-cuadrado no sea un test valido.

Test exacto de Fisher

Tabla de probabilidad (P) 0.0457
Pr<=P 0.4793

Tamarnio de la muestra = 40

Tabla 11 Anadlisis estadistico a las 24horas, tras considerar en un solo grupo a las

ratas sin farmaco antitrombdtico (grupos 1y 2).
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B Trombosis Sl
B Trombosis NO

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Grupo | Grupo |l Grupo lll Grupo IV

Grdfica 1 Representacion en diagrama de barras de la necrosis de los colgajos por

grupos de estudio.
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B Necrosis 24h
I Necrosis dia 2-7

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Grupo | Grupo Il Grupo I Grupo IV

Grdfica 2 Representacion en diagrama de barras de la necrosis de los colgajos por

grupos de estudio y momento de establecimiento.
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Evaluacion de Procedimiento de Experimentacién

COMITE ETICO DE BIENESTAR ANIMAL del HULP

PROYECTO DE INVESTIGACION/ DOCENCIA

EFECTO DEL SILDENAFILO EN LA PREVENCION DE TROMBOSIS TRAS
ANASTOMOSIS MICROQUIRURGICA: MODELO EXPERIMENTAL DE

SUTURA TROMBOGENICA EN RATAS.

DATOS DEL INVESTIGADOR/A RESPONSABLE

Apellidos: PINGARRON MARTIN Nombre: LORENA F
Unidad: CIRUGIA

Departamento: CIRUGIA ORAL Y MAXILOFACIAL

Categoria EA: Categoria C

Centro: HULP

Direccion: Castellana 261

Caodigo postal:28046

Poblaciéon: Madrid

Teléfono: 696 58 04 94

Correo:lorenapingarron@yahoo.es
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Cédigo Solicitud: CEBA-10-2010

Fecha de solicitud: 5-04-2010

1. - OBJETIVOS DEL PROCEDIMIENTO DE EXPERIMENTACION.

Describir los principales obj[etiyps que se pretenden alcanzar con la realizacion de este
procedimiento de experimentacion.

Establecer un modelo experimental de trombosis microvascular en la arteria
femoral de la rata Sprague-Dawley.

Determinar la utilidad del laser doppler en la cuantificacion del flujo alrededor
de la anastomosis microvascular.

Determinar la utilidad de la fotografia estandarizada en la valoracién de la
supervivencia de los colgajos cutaneos en la rata.

Determinar el beneficio producido por la aplicacién tépica de sildenafilo en la
anastomosis vascular en comparacion con el método estandar de
vasodilatacidn con papaverina topica.

La eventual demostracion de la eficacia del sildenafilo para esta indicacion
se seguira de un estudio clinico en pacientes. La mejora esperable en la
supervivencia de los colgajos en la clinica puede suponer un impacto
enormemente beneficioso en la supervivencia y la calidad de vida de estos

pacientes.

2. - DISENO Y METODOLOGIA.
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Indicar las diferentes metodologias que contempla el procedimiento de experimentacion,
detallando para cada una de lag fases, la duracién, el niumero de animales que se utilizaran
y las manipulaciones a que seran sometidos.

Animales de experimentacion: 40 ratas Sprague-Dawley de 250-300 g. Los
animales proceden del animalario del S. Cirugia Experimental HULP. En
todo momento se seguira la normativa vigente sobre proteccion de los

animales destinados a la investigacion RD 1201/2005

Procedimiento quirdrgico: Anestesia general con ketamina 80mg/kg peso
mas diazepam 5mg/kg peso. Analgesia con buprenorfina 0,1m mg/Kg sc
cada 12h. Elevacion de colgajo inguinal de tamafio estandarizado pediculado
en los vasos femorales derechos. Ligadura y seccion de la arteria femoral
distal a la salida de los vasos iliacos. Diseccion microvascular de la arteria
femoral. Seccion completa de la arteria. Anastomosis vascular trombogénica
mediante inversion de uno de los puntos de sutura, introduciendo de ese
modo la adventicia en la luz del vaso.

A partir de este punto se randomiza el animal en uno de los 4 grupos

experimentales.

Grupos experimentales: 40 ratas divididas en 4 grupos de 10 ratas cada uno:

Grupo I: control.

Grupo IlI: adicion de 0,5 ml de gel de fibrina (tissucol®) alrededor de la sutura
vascular.

Grupo lll: adicion de 75 mg de papaverina al gel de fibrina.

Grupo IV: adicion de 10 mg de citrato de sildenafilo al gel de fibrina.
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Durante el periodo de supervivencia del estudio (7 dias) los animales seran
sometidos a estudio con Laser Doppler para cuantificar el flujo alrededor de
la anastomosis microvascular, asi como también de un estudio macroscopico
de la supervivencia de los colgajos cutaneos en la rata mediante fotografia
estandarizada bajo anestesia con ketamina 40mg/kg peso mas diazepam

5mg /kg peso.

VARIABLES DE ESTUDIO:
*- ESTUDIO MACROSCOPICO MEDIANTE FOTOGRAFIAS: Seguimiento a

los 7 dias tras la intervencion, para efectuar una fotografia estandarizada del

colgajo cutaneo bajo anestesia general inhalatora con isofluorano.

*- ESTUDIO HISTOLOGICO. Tras los estudios de los 7 dias se efectia una
perfusion intravital de formaldehido a través de la arteria aorta, , para el
procesamiento histologico del segmento de anastomosis.

Para ello se aestesia al animal con isofluorano. Seguidamente se abre el
torax, se introdue una canula por el ventriculo izquierdo y se deja localizado
en aorta, se corta la AD y se inicia la perfusion con bomba peristaltica.
Inmediatamente se diseca la regidn de la anastomosis para el

procesamiento histologico.

3. - ANALISIS PREVISTOS DE LOS RESULTADOS.

Describir las diferentes variables que estd previsto controlar, asi como los analisis
estadisticos que se aplicaran. (Indicar si se ha consultado con alguna persona experta en
estadistica la_idoneidad del diseno experimental, del n° de animales a utilizar y de los
analisis estadisticos que se aplicaran.)
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Se utilizaran 4 grupos de ratas de 10 ratas cada uno. Se realizara un analisis estadistico
cualitativo de los datos fotograficos por medio de la Chi Cuadrado para comparar el
porcentaje de anastomosis trombosadas de cada grupo con el resto de grupos.

- METODOS ALTERNATIVOS.

Por métodos alternativos se entienden aquellos que no impliquen la utilizacion de animales,
permiten reducir el n° de animales a utilizar o comportan un menor grado de padecimiento
del animal. Indicar los motivos por los que no se plantea aplicar un método alternativo al
EchedllentO propuesto; No existe un método alternativo al procedimiento propuesto,

xisten métodos alternativos pero no estan validados, Desconocemos si existen métodos
alternativos, Otros motivos (especificar detalladamente).

No existe un método alternativo al procedimiento propuesto al necesitar una especie animal
viva en la que aplicar la terapia antitrombdética en el colgajo vascular propuesto.

- IDONEIDAD DE LAS ESPECIES SELECCIONADAS. REUTILIZACION DE

ANIMALES.

6.

eleccion. Indicar si Jos animales ya han estado previamente utilizados en otro procedimiento

Indicar la especie Iy raza (o linea?) que se propone utilizar, Indicar los motivos de esta
n, 0
(Especificar en cual)

Ratas Sprague-Dawley de 250-300 mg peso. Los antecedentes de la literatura utilizan la rata
en todos los estudios comparativos entre terapias antitromboticas.

- REDUCCION DE SUFRIMIENTO INNECESARIO. ANALGESIA Y

ANESTESIA.

Indicar en que fases o manipulaciones se prevé que el animal puede experimentar dolor,
sufrimiento o angustia. Indicar el protocolo de supervision que se ha previsto para detectar
este posible dolor, sufrimiento o angustia, asi como la persona o personas encargadas de
aplicarlo. Describir las medidas correctoras que se han previsto. Describir la aplicacion de
analgésicos o anestésicos que se ha previsto, indicando en cada caso el producto o
roductos a suministrar, la via de administracion, la dosis, la frecuencia y duracion del
ratamiento, asi_ como la persona o personas encargadas del tratamiento y de supervisar su
eficacia. Especificar, si es el caso, que no esta previsto, a;t)hcar el tratamiento porque se
considera que la utilizacion de anestesia o analgesia es mas traumatica para el animal que
EI_ prlocedlmlento en si. Establecer en aquellos casos que sea necesario un Criterio de Punto
inal.

Para la anestesia del animal se utilizara ketamina 80mg/kg peso mas diazepam 5mg/kg
peso. Durante los 7dias de monitorizacion del colgajo tras la realizacién del modelo
anastomatico trombogénico, las ratas recibiran los 7 dias analgesia con tramadol 20mg/kg
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peso cada 12h. Encargado: Lorena Pingarron Martin.

De acuerdo al anexo VIl sobre la clasificacion de la severidad de los procedimientos
Directiva Europea 2019/63/UE, este se clasificaria como “Moderado” por ser un
procedimiento quirurgico realizado bajo anestesia general y con analgesia adecuada.

Protocolo de supervision: se valora la movilidad del animal y el aspecto del colgajo (si esta
necrosado se aumentara la analgesia si el animal presenta poca movilidad o secreccion
purulenta del colgajo).

7. - FINALIZACION DEL PROCEDIMIENTO DE EXPERIMENTACION.

Al finalizar el procedimiento; Esta previsto mantener a los animales con vida. Explique los
motivos; Esta previsto sacrificarlos. Explique los motivos; Indicar que método eutanasico se
ut|![|zz?r|a,,e,13| como los motivos de la eleccion. Indicar la persona o personas encargadas de
esta funcion.

Se mantendran a los animales 7dias con vida con el fin de monitorizar el colgajo
microvascular disefiado. Al cabo de 7dias se sacrificaran bajo anestesia inhalatoria con
isofluorano. Encargado: Lorena F. Pingarron Martin

8. — INVESTIGADOR RESPONSABLE DE LA DIRECCION DE LOS

EXPERIMENTOS CON ANIMALES.

Persona con titulaciéon universitaria especifica, encargada, de la direccion y control de los
procedimientos con animales vivos, asi como del analisis de sus resultados (Nombre y
apellidos, Titulacion . Debe estar acreditado como categoria C)

Lorena F. Pingarron Martin. Cirugia Oral y Maxilofacial. Realizado curso de Categoria C
(HULP, 2007)

9. - PERSONAL EXPERIMENTADOR.

Persona o personas que participan en la realizacion de procedimientos en los cuales se
utilizan animales de experimentacion (Nombre y apellidos, Titulacidn, Categoria profesional
en experimentacion animal)

Lorena F. Pingarron Martin, Licenciada en Medicina, Residente de Cirugia Oral y
Maxilofacial Hospital Universitario La Paz. Categoria C de experimentacion animal.

10. - PERSONAL PARA ATENDER A LOS ANIMALES.
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Persona o personas encargadas de cuidar a los animales y de los aspectos practicos de su

cria y bienestar. (Nombre y apellidos, Titulacion, CATEGORIA PROFESIONAL EN
EXPERIMENTACION ANIMAL)

Personal del Servicio de Cirugia Experimental del HULP

11. - INSTALACIONES.

Indicar el lugar donde se mantendran los animales durante el procedimiento. Indicar el
numero de Registro del Centro.

Animalario del Servicio de Cirugia Experimental del HULP (N°© 280790001941)
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