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Resumen

La cuantificacion de radicales
libres liberados post reperfu-
sion de un colgajo microvascu-
lar fue investigada a través de
un modelo clinico. La deter-
minacion plasmdtica pre y
postoperatoria de radicales li-
bres fue comparada en una pa-
ciente sometida a reconstruc-
cidn mamaria con colgajo libre
miisculocutdneo, utilizando
muestras procedentes exclusiva-
mente del tejide isquémico
transplantado y reperfundido
mediante microanastomosis.
La cuantificacién de la pro-
diuccién de radicales libres se
efectud con un mérodo de cap-
tucion luminiscente. Los resul-
tados demuestran que post is-
quemia de dos horas ¢ inictada
la revascularizacidn, existe un
aumento de radicales libres en
esta paciente, lo que hace in-
dispensable iniciar una serie
clinica prospectiva con el obje-
to de validar esta informacidn
preliminar.  Creemos que el
autotransplante de rejidos con
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microcirugia es un excelente modelo para estudiar la magni-
tud del daio post reperfusién, cuantificando la producciin de
radicales libres post isquemia, lo que es relevanre para una
posible inhibicion de la liberacién de radicales libres con mie-
dicamentos antioxidantes y con ello disminuir el indice de

necrosis tisular en estos transplantes de tejidos.

Summary

Oxygen-derived free radicals after free flap reperfusion were
investigated in a clinical model. Superoxide blood levels prior
and after reperfusion were quantified in a patient who
underwent breast reconstruction with a free TRAM flap.
Collection of blood samples were obtained from free flap via
a venous route.

Superoxide levels were quantified by a chemiluminescence
method. Elevation of blood oxygen-derived free radical levels
were correlated with successful vascular patency afrer
reperfusion. A prospective clinical series will be necessary.
Our findings appear to demonstrate that a free flap is an
excellent model to study ischemia reperfusion injury and the
superoxide levels are a promising clinical marker which can
predict vascular insufficiency during reperfusion following
tissue ischemia.

Introduccidon

Existe suficiente evidencia experimental que indica
que la liberacién de radicales libres (oxigenados), que
se generan durante la reperfusién de un tejido pre-
viamente isquémico, ¢jerce un dafo parenquimatoso

y microvascular en muchos drganos o tejidos. Segun
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el grado de isquemia, el dafio puede traducirse en un
aumento de la permeabilidad que resulta en produc-
cién de edema, infiltracién neurrofilica con libera-
cién de enzimas citosdlicas a la circulacién o en casos
mds graves, cambios micro o macroscépicos que con-
ducen a la destruccién tisular 239,

El dano tisular de un tejido isquémico ocurre en dos
etapas: la primera ¢s inducida por la interrupcién
del flujo sanguineo y depende de la duracién de ésta
y la segunda que ocurre en el periédo de reperfusién

inmediata®’

. Un periédo prolongado de isquemia
tisular representa una condicién favorable para la
formaciéon de radicales libres oxigenados en la etapa
de reperfusién'®. En un reporte previo del autor 7, se
demuestra que los leucocitos polimorfonucleares ju-
garfan un rol fundamental en la liberacién de estos
radicales. La infiltracién de estos leucocitos en el

musculo esquelético ®

, colgajos cutdneos, intestino e
higado sujetos a dafio isquémico post reperfusién ex-
perimentales, apoyan esto.

La produccién de radicales libres en el ser humano
representa un mecanismo de defensa ante la injuria
tisular, sin embargo esto termina resultando deleté-
reo para algunos érganos o tejidos, lo que hace com-
plejo asociar una causa definida al aumento de radi-
cales libres en humanos. Sin embargo un colgajo mi-
crovascular que ha sido sometido a isquemia y que
luego es vascularizado permite la cuantificacién fiel
de la produccién de radicales post reperfusién, lo que
parece ser un modelo experimental «in vivo» muy
adecuado.

Material y método

Una paciente de sexo femenino de 37 afios, que in-
gresa a la Unidad de Cirugia Pldstica del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile para una recons-
truccién mamaria, la incluye voluntariamente en este
estudio de deteccidn y cuantificacién de radicales li-
bres. Se somete a una encuesta prototipo de busque-

da de factores que alteren los niveles de radicales li-

bres plasmdticos. Destaca el hdbito tabdquico, la qui-

mioterapia, alteraciones del suefio y stress previo a la
cirugia.

El procedimiento quirtrgico planificado fue una re-
construccién mamaria con un colgajo miocutdneo li-
bre (microquirtrgico) de recto abdominal (TRAM).
Este colgajo se obtiene identificando claramente uno
de sus pediculos vasculares, vasos epigdstricos infe-
riores, y se transplanta al térax mediante la anasto-
mosis microvascular de la arteria y de la vena, que-
dando ¢l colgajo previo a su revascularizacién, al me-
nos, dos horas en isquemia fria completa. Se obtie-
nen muestras de sangre venosa pre y post perfusién
del colgajo obtenidas de la vena del colgajo post re-
vascularizacién inmediata, lo que asegura muestras
de sangre venosa exclusiva del tejido transplantado.
La cuantificacién de radicales libres se realiza a tra-
vés de la emisién luminosa emanada de la unién de
los radicales libres a un compuesto quimico llamado
luminol. Este reactivo al ser oxidado por los radicales
libres emite fotones que son censados por un conta-
dor de centelleo Beckmann LS 6000 TA. La informa-
cién es enviada a un procesador lo que nos permite
obtener curvas de luminiscencia en el tiempo. Las
muestras de sangre venosa fueron anticoaguladas y
mezcladas con 1800 ul de Buffer CVB, que tiene la
propiedad de¢ conservar la viabilidad de los elementos
celulares sanguineos, se agrega 100 ul de luminol,
100 ul de Zymozan opsonisado que estimula el
«burst» respiratorio de los fagocitos polimorfonuclea-
res y neutrdfilos, creando asi el tiempo cero de la re-
accién.

Resultados

Los resultados obtenidos demuestran que existe una
diferencia considerable en la cuantificacién de radi-
cales libres en muestras de plasma preoperatorio ver-
sus las muestras procedentes de sangre venosa proce-
dente exclusivamente del tejido revascularizado.

La figura 1 compara las curvas de luminiscencia de
muestras sanguineas pre y postoperatorias. Se obser-

va que la curva preoperatoria tiende a ser lineal, con
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Figura 1

Figura 2

Comparacidn de luminisencias, muestras sanguineas pre

J post operatorias.
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un leve peack de 19, 37 cpm (cuentas por minuto) a
los 15 minutos y que la curva postoperatoria muestra
un ascenso rapido de la luminiscencia, alcanzando un
peack de 448 cpm a los 24 minutos para luego des-
cender, dando lugar a la cldsica forma sigmoidea de
estas reacciones.

La figura 2 muestra las dreas bajo la curva de la figu-
ra anterior, se destaca que la medicién preoperatoria
arrojé6 435 UR (unidades relarivas) y la postoperato-
ria 21072 UR, lo que corresponde a un aumento de
48 veces.

Discusion

La reconstruccién con colgajos libres ha sido amplia-
mente desarrollada a partir de la década de los 80.
Sin embargo ¢l indice de falla vascular, es decir de
fracaso de la revascularizacién del tejido, oscila entre
el 5yel 10% ©'". La tasa de fracaso en cirugia
vascular de urgencia al intentar recuperar una extre-
midad con isquemia aguda o al revascularizar un teji-
do (colgajo) aurtotransplantado, puede estar relacio-
nada con el dafio post reperfusion del tejido muscu-

lar esquelético. Este dafio determina un detcrioro
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progresivo de la microcirculacién, exponiendo al teji-
do transplantado a sufrir un infarto posterior a una
isquemia prolongada y a la correspondiente revascu-
larizacidn.

Aunque la etiologia precisa del dano post reperfusién
atin no estd dilucidado, hay evidencias que los radi-
cales libres jugarian un rol protagénico. Estas molé-
culas, altamente reactivas, son capaces de alterar la
microcirculacién del tejido por distintos mecanismos
en los que destacan: aumento de la permeabilidad ca-
pilar, dafio estructural a las células endoteliales"", y
quimiotaxis de neutréfilos''?. Los radicales superdxi-
dos son normalmente metabolizados por las enzimas
superéxido dismutasa y catalasa intracelulares para
producir agua. Es probable que si esras enzimas se
administraran exégenamente, podrian contribuir a la
disminucién del dafio orgdnico por radicales libres.
Si bien es cierto que existen muchas técnicas conven-
cionales para monitorizar la permeabilidad de las
anastomosis y secundariamente la perfusién de un
colgajo libre o de un reimplante, como la simple ob-

servacién del color de la piel, la temperatura, el llene



capilar o el sangramiento caracreristico del rejido
1M No obstante, muchos de estos métodos son
subjetivos y no permiten cuantificar la disfuncién
vascular o dafo post reperfusidn si éste existe. Una
variedad de técnicas diagndsticas, entre las que se in-
cluyen el test de perfusién con fluoresceina®, la

oximetria transcutdnea''™

, fotopletismografia, flujo
metria-doppler"”, potenciales evocados y resonancia
magnética han sido investigados para este propésito.

Como se ha senalado que los radicales libres deriva-
dos de oxigeno jugarian en parte un rol especifico en
el compromiso vascular después de anastomosis

microvasculares''™

. La elevacion plasmdtica de estos
radicales post isquemia pudo ser objetivada, en nues-
tro caso, obteniendo muestras venosas directamente
del tejido reperfundido, lo que permite asegurar que
los altos niveles de radicales libres provienen exclusi-
vamente del tejido reperfundido. Al lograr monitori-
zar estos radicales, podrian servir de marcadores in-
directos de una falla vascular rardia del tejido trans-
plantado o de la magnitud del dafio post isquemia.
También puede enfocarse el problema desde la 6pti-
ca de la proteccién del tejido u dérgano transplanta-
do, al estudiar el posible efecto protector del uso de
diversos antioxidantes intraoperatorios. Todo lo ante-
rior hace necesario continuar con una serie prospec-
tiva para dererminar la utilidad de nuestro modelo y
dimensionar la relevancia de demostrar el aumento
de radicales libres exclusivamente en sangre venosa
de un tejido humano revascularizado.

Conclusién

Un colgajo libre nos parece ser un modelo clinico
muy depurado de estudio in vivo de produccién de
radicales libres y sus niveles elevados puede represen-
tar un evento determinante en la lesién tisular post
isquemia aguda.

Se hace indispensable completar una serie clinica
para evaluar con mayor confianza estos resulrados

preliminares.
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