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Resumen: Hanci V, Hakimoglu S, Ozagmak H, Bektas S, Ozagmak HS, Ozdamar SO, Yurtlu S, Turan 10 — Comparacién de los Efectos de la
Infiltraciéon con Bupivacaina, Lidocaina y Tramadol en la Cicatrizaciéon de Heridas en Ratones.

Justificativa y objetivos: El objetivo de este estudio fue investigar los efectos de la solucion salina, de la bupivacaina, lidocaina y de la infiltra-
cion de tramadol en la cicatrizaciéon de heridas en ratones.

Métodos: Treinta y dos ratones Wistar machos albinos fueron ubicados aleatoriamente en cuatro grupos que recibieron 3 mL de solucion salina
en el grupo control (Grupo C, n = 8); 3 mL de lidocaina al 2% (Grupo L, n = 8); 3 mL de bupivacaina al 0,5% (Grupo B, n = 8) y 3 mL de tramadol al
5% (Grupo T, n = 8). Las medidas de tension de ruptura, conteo de fibras de colageno y evaluacion histopatolégica se evaluaron en las muestras
de tejido retiradas de los ratones.

Resultados: La comparacion del grupo control con los grupos donde la bupivacaina y la lidocaina fueron usadas para la infiltraciéon de la herida
mostré que en esos ultimos, la produccién de colageno fue menor, junto con la resistencia en la tensién de ruptura, mientras se observé un edema
mas intenso, vascularizacion y puntajes de inflamacion significativos (p < 0,0125). Entre el grupo control y el grupo tramadol no hubo diferencias
significativas en la producciéon de colageno, tensién de ruptura y edema, vascularizacion y puntaje de inflamacion (p > 0,0125).

Conclusion: En este estudio, verificamos que tanto la bupivacaina como la lidocaina redujeron la produccién de colageno, la resistencia a la
ruptura de la cicatriz y causaron edema, vascularizacién e inflamacion significativas cuando se les comparé con el grupo control. No hubo dife-
rencia significativa entre los grupos control y tramadol para estas variables. Los resultados de este estudio experimental preliminar en ratones
indican que el tramadol puede ser utilizado para la anestesia por infiltracion en incisiones, sin efectos adversos sobre el proceso de cicatrizacion
quirdrgica. Esos resultados necesitan ser verificados en los seres humanos.

Descriptores: ANESTESIA, Local; ANESTESICOS, Local, bupivacaina, lidocaina; FARMACOS, Tramadol; Cicatrizacion.
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La infiltracion de la incisién quirdrgica con anestésicos locales es
cada vez mas utilizada como analgesia postoperatoria debido a
su facilidad de aplicacion, simplicidad y pocos efectos colatera-
les 4. La infiltracion de la incision, especialmente después de las
cirugias de portes menor a media, reduce el consumo postope-
ratorio de opioides y sus complicaciones relacionadas, el tiempo
de permanencia en el hospital y los costes que acarrea 4.

La infiltracidn local de la incision probd ser un analgési-
co eficaz siendo usada muy a menudo en el alivio del dolor
postoperatorio en cirugias de histerectomia abdominal, cesa-
rea, correccion de hernia inguinal, de hernia de disco lumbar,
prostatectomia y en cirugias similares 58.

Cuando la analgesia por infiltracion se aplica antes de la
incision quirdrgica, se aumenta la eficiencia analgésica pre-
emptiva durante y después de la operacion y ademas, prote-
ge contra el aparecimiento del dolor crénico 35.

Los anestésicos locales a menudo se usan para esta infil-
tracion e incluyen la lidocaina, prilocaina, bupivacaina, ropi-
vacainay la levobupivacaina 1312, El tramadol es un analogo
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sintético de la codeina, que actia por medio de ambos meca-
nismos de accién como el opioide y no opioide ''3. El Trama-
dol demostrd efectos parecidos con los anestésicos locales
en los nervios periféricos 420, El Tramadol puede ser usado
como un agente anestésico local para las intervenciones qui-
rurgicas menores, de la misma forma que puede ser utilizado
como un adyuvante para la anestesia local 2. Cuando se
afade a los agentes anestésicos locales, posee un efecto
similar al de la clonidina y puede modificar los efectos de
los anestésicos locales, directa o indirectamente al afectar
los canales de sodio y asi contribuir para una analgesia mas
eficaz 2227,

Para ser un analgésico eficiente en el postoperatorio, los
anestésicos locales y otros medicamentos utilizados en la
infiltracion de la incision, deben garantizar una cicatrizacion
rapida y sin complicaciones para evitar la morbilidad postope-
ratoria. Por esa razon, es importante conocer no solamente
los efectos de los agentes utilizados en la infiltracion de la
herida sobre el dolor postoperatorio, sino también sus efectos
detalladamente, sobre el proceso de cicatrizacion de heridas
y si pueden ser la causa de morbilidad cuando se usan clini-
camente 32831, Investigaciones anteriores utilizando modelos
experimentales y culturas de tejidos de fibroblastos derivados
de cicatrices quirdrgicas, han venido observando los efectos
de los anestésicos locales, como la bupivacaina, la lidocaina
y la prilocaina en el proceso de cicatrizacion 32831, No existen
estudios conocidos sobre los efectos del tramadol, un anes-
tésico local que puede ser utilizado para la infiltracion de heri-
das y su cicatrizacion 1421,

La hipétesis del estudio fue investigar si el tramadol aplica-
do por via subcutanea en ratones para la infiltracion anesté-
sica de la incision quirurgica, tuvo algun efecto sobre su cica-
trizacion. Para testar esa hipotesis, al tejido subcutaneo se le
inyectd la solucion salina, el tramadol, la lidocaina y la bupiva-
caina. Los efectos de esos medicamentos sobre la cicatriza-
cién de heridas fueron determinadas por test de tension en la
herida y por el conteo histopatoldgico de colageno.

MATERIAL Y METODOS

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de animales
de la Universidad Zonguldak Ecevit Bulent Medical School.
Todos los animales fueron tratados de acuerdo con las reco-
mendaciones del comité de cuidados animales de la universi-
dad y los principios de cuidados para animales de laboratorio
(NIH Publicacion N¢ 85-23, revisado en 1985). Los ratones
fueron alojados en jaulas con una temperatura controlada de
24 + 1°C y en ciclo de 12 horas de luz - 12 horas de escuro.
Fueron alimentados con una dieta estandar y agua ad libitum
durante 12 horas antes del protocolo experimental.

Treinta y dos ratones machos albinos Wistar, pesando
entre 250-300 gramos, fueron aleatoriamente separados en
cuatro grupos de ocho animales. Los procedimientos quirur-
gicos fueron realizados bajo anestesia general, inducida por
la inyeccion intraperitoneal de 75 mg.kg' de cetamina. Se les

retir6 el pelaje en la parte dorsal después de la pérdida del re-
flejo de la cornea y la disminucion de la respuesta de retirada
de las patas. El area de la incisién se limpié con iodo povidi-
ne y se seco con gasas esterilizadas después de pasados 2
minutos.

Las areas de las incisiones fueron infiltradas por via sub-
cutédnea con dosis de 3 mL del medicamento en estudio. Los
ratones de los grupos dedicados fueron infiltrados con las
siguientes soluciones: 3 mL de solucién salina en el grupo
control (grupo C, n = 8), 3 mL de lidocaina al 2% en el grupo
Lidocaina (Grupo L, n = 8), 3 mL de 0,5% bupivacaina en el
grupo Bupivacaina (Grupo B, n = 8), y 3 mL de 5% de trama-
dol en el grupo Tramadol (Grupo T, n = 8).

Después de pasados dos minutos de la infiltracion del far-
maco en estudio, se realizé una incision quirurgica con 3 cm,
incluyendo un tejido cutaneo y subcutaneo, con un bisturi es-
téril y los tejidos fueron rapidamente suturados con un hilo
de sutura prolene 4.0. No hubo uso de antibiéticos durante o
después del procedimiento. La herida quirdrgica fue cuidada
una vez por dia y los animales fueron sacrificados al final del
octavo dia. Muestras de tejido con dimensiones de 6x2 cm
fueron retiradas de la region de la linea de incision.

Medidas de Tension de Ruptura

Para los test de tension de ruptura mecanica, fueron retira-
das muestras de tejido en forma de tira con dimensiones de
5x5 mm solamente del medio de la linea de incision quirurgi-
ca. En esos test de ruptura de la cicatriz, fueron usados un
transductor eléctrico (FDT 10-A, May I0OBs 99; Commat Co.,
Ankara, Turquia) y un sistema de grabacion de datos (MP 30
B-CE; Biopac System, Inc., Santa Barbara, CA, EUA). Los
tejidos fueron estirados por las dos extremidades del tensié-
metro. Las fuerzas que se obtuvieron, y que conducen a la
ruptura de la cicatriz, se dividen por el tamafio de la muestra
en cada una de las muestras y quedan estandarizadas como
gram.cm2 328,

Evaluacion Histopatoldgica

Todas las muestras fueron colocadas en formol al 10%, em-
papadas en parafina, cortadas con 5 mm y coloreadas con
hematoxilina-eosina (HE). Esas secciones fueron entonces
examinadas bajo un microscopio de luz para la deteccién de
alteraciones histoldgicas por un patélogo que no conocia el
procedimiento de los grupos. Las laminas fueron puntuadas
para la presencia de la colagenizacion, vascularizacion, ede-
ma, y grados de inflamacion aguda y crénica (0 = ninguna,
1 = suave, 2 = moderado y 3 = grave). La coloracion tricro-
mica de Masson también fue aplicada para la identificacion
histoquimica de la colagenizacion. Las laminas coloreadas
con HE y tricrémico de Masson fueron revisadas por el mis-
mo patdlogo 328,
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Analisis Morfométrico

El anadlisis morfométrico se hizo en secciones histolégicas
coloreadas por el tricromio de Masson. El niumero de haces
de colageno se midi6é por medio de un software v.3.1.0 Lei-
ca, QWINPIus utilizando un microscopio Leica (DMLB-100S).
Cada lamina fue medida por un campo de alta potencia am-
pliado 400x incluyendo el area de cicatrizacion de la incision;
el promedio del numero de haces de colageno de cada grupo
fue calculado 329,

Analisis Estadistico

El andlisis estadistico fue realizado utilizando Statistical Pac-
kage for Social Sciences (SPSS) version 16.0 para Windows
(SPSS, Chicago, IL). Para los puntajes y las variables sin
distribucion normal, la comparacion entre los grupos se hizo
por los test de Mann-Whitney y Kruskal Wallis. Los resultados
se expresaron como mediana (minimo-méaximo). Un valor de
p < 0,05, después de la correccion de Bonferroni (p < 0,0125)
fue considerado significativo.

RESULTADOS

Tres métodos diferentes fueron utilizados para observar la ci-
catrizacion de las incisiones.

Medidas de Tension de Ruptura

El primer método es la medicidn de la tensién de ruptura por
medio del tensidmetro. Cuando los grupos de estudio fueron
evaluados de acuerdo con las mediciones de resistencia a
la ruptura, fue observada una diferencia significativa entre el
control y el grupo L (p =0,001) y grupo B (p = 0,004). No hubo
diferencia significativa entre el control y el grupo T (p = 0,029).
Las mediciones de resistencia a la ruptura entre el grupo B 'y
el grupo L (p = 0,336), grupo By grupo T (p = 0,152), grupo L
y grupo T (p = 0,021) fueron todas parecidas (Tabla I).

Tabla | — Medidas de Tensién de Ruptura.

Grupo Fuerza (gram.cm)
Grupo C 201,02 (145,12-230,53)
Grupo L 88,35 (37,46-165,51) *
Grupo B 124,88 (48,01-159,26) *
Grupo T 141,75 (105,35-209,52)

Mediana (min — max)
*: p < 0,0125 comparado con el Grupo C, Test de Mann Whitney.

Analisis Morfométrico

El segundo método fue el analisis morfométrico con el conteo
de las franjas o rangos de colageno. Observamos una dife-
rencia significativa entre el control y el grupo L (p < 0,001), y

Figura 1 Edema leve, Inflamacién y Vascularizacién en el grupo Control (A) y Tramadol (B) (HE, 400x, 100x). Edema moderado e Inflamacién

intensa en los grupos Bupivacaina (C) y Lidocaina (D) (HE, 200x, 200x).
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Figura 2 Coloracién Tricomica de Masson mostrando las fibras de colageno (azul) en la cicatrizacion. Colagenizacion aumentada en los grupos
Control (A) y Tramadol (B) comparados con la Bupivacaina (C) y la Lidocaina (D) (100x, 100x, 200x, 200x).

también con el grupo B (p = 0,001). No hubo diferencia sig-
nificativa entre el control y el grupo T (p = 0,014). El conteo
de las franjas de colageno fue significativamente mayor en el
grupo T que en el grupo L (p = 0,001) y el grupo B (p = 0,004).
No hubo diferencia significativa en la cantidad de fibras de
colageno entre el grupo By el grupo L (p = 0,338) (Tabla II).

Tabla Il — Conteo de Fibras de Colageno.

Grupo Fibras de Colageno
Grupo C 624 (494-710)
Grupo L 265 (221-492) * t
Grupo B 285 (261-510) *
Grupo T 518,50 (420-591)

Mediana (min — max)
*: p <0,0125 comparado con el Grupo C, Test de Mann Whitney; 1: p < 0,0125
comparado con el Grupo T, Test de Mann Whitney.

Evaluacion Histopatoldgica

El tercer indicador de cicatrizacion de la herida fue determi-
nado por la evaluacion histopatoldgica. Cuando los grupos de
trabajo fueron comparados con relacion al edema, a la vascu-
larizacion, a la reaccion inflamatoria y la colagenizacion, hubo
diferencias significativas entre el grupo control y los grupos L
y B. No hubo diferencia significativa entre los grupos control
y T. No fueron encontradas diferencias significativas entre los
grupos By L, grupos By Ty grupos Ly T en términos de los

indicadores histopatolégicos de edema, de vascularizacion,
de reaccion inflamatoria y colagenizacion (Tabla IlI).

Tabla Ill - Puntajes de Evaluacién Histopatoldgica.
Grupo Edema Vascula- Reaccion Colage-
rizacién Inflamatoria nizacion
GrupoC 1 (0-1) 0 (0-1) 1(0-2) 3(2-3)
GrupoL 2(2-2)* 1(1-3)* 2,5(1-3)* 1(1-2)*
GrupoB 2 (1-2)* 2 (1-3)* 3 (2-3)* 1(1-2)*
Grupo T 1(1-2) 1(0-2) 2(1-2) 2(1-2)

Mediana (min — max)
*: p < 0,0125 comparado con el Grupo C, Test de Mann Whitney.

DISCUSION

La comparacion entre el grupo control con los grupos donde
fueron infiltradas la bupivacaina y la lidocaina en la incision,
mostré que la produccion de colageno fue menor. Las medi-
ciones de la tensién de ruptura demostraron una resistencia
reducida y puntuaciones significativamente elevadas para
el edema, la vascularizacion y la inflamacion. Entre el grupo
control y el de tramadol no fueron observadas diferencias sig-
nificativas en la produccién de colageno, en las mediciones
de resistencia a la ruptura, como también en las medidas de
vascularizacién, edema e inflamacion.
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La infiltracién de la herida quirdrgica ha sido documentada
como analgésico eficaz y se usa ampliamente para el alivio del
dolor en el postoperatorio después de la histerectomia abdo-
minal, cesarea, correccion de la hernia inguinal, de la hernia
de disco lumbar, la prostatectomia y cirugias similares 58, Los
anestésicos locales mas a menudo utilizados son: lidocaina,
bupivacaina, ropivacaina y levobupivacaina %12, La investi-
gacion sobre el efecto de esos y de otros agentes anestésicos
utilizados para la infiltracion de la incisién sobre su cicatriza-
cién queda limitada con resultados controversiales 32831,

En un estudio histopatoldgico que incluyé ensayos de re-
sistencia de la cicatriz, conejos recibieron lidocaina al 0,5%,
lidocaina al 2% y bupivacaina al 0,5% a lo largo de la linea
media ventral de la incisién abdominal. Al comparar el grupo
control y los grupos de test, no fueron observadas diferencias
significativas en términos de tension de la herida en ningun
ensayo. El mismo estudio destacé que una comparacion de
solucién salina y de anestésico local en los tejidos infiltrados
no encontré ninguna diferencia significativa en los resultados
histopatoldgicos. Los autores llegaron a la conclusion que la
infiltracion de la herida con lidocaina y bupivacaina no tuvo un
efecto sobre la cicatrizacion de la linea de incision quirdrgica
abdominal de conejos 28. Waite y col. evaluaron el efecto de
la lidocaina y de la bupivacaina en la cicatrizacion de heridas
en ratones y sugirieron que, a pesar de que esos anestésicos
hayan influido en la inflamacion local y en los factores proteo-
liticos, no se observé ningun efecto sobre la cicatrizacion 2°.

Otra investigacion encontrd que tanto la lidocaina como la
bupivacaina inhibieron la sintesis de colageno en los cultivos
de los tejidos de fibroblastos, presentando efectos citotdxicos
sobre las diferentes lineas celulares 3935,

Un estudio en conejillos de indias sobre cicatrizacién con
lidocaina al 1%, calculé por medio de la tensién de ruptura, el
numero de fibras colagenas por la morfometria, y por el exa-
men histoldgico de la colagenizacién, el edema, y la vascula-
rizacion, y también por la presencia de células inflamatorias
agudas y cronicas. Las comparaciones con el grupo control
mostraron que, a pesar de no haber diferencia significativa
en la tensioén de ruptura, el grupo lidocaina mostré una vas-
cularizacion y diferencias morfométricas significativas 3°. El
mismo estudio arrojé una cantidad de colageno menor en el
grupo de la lidocaina %°. Aunque la aplicacién de lidocaina por
infiltracion local trajese significativas alteraciones histopatolo-
gicas, el estudio destacd que los resultados sobre la tension
de ruptura no se alteraron 2. Otro estudio sobre los efectos
de la anestesia local en fibroblastos humanos mostré que la
lidocaina, la bupivacaina y la ropivacaina produjeron efectos
citotéxicos dosis-dependiente en fibroblastos humanos 3'. La
investigacion sobre la infiltracion de lidocaina en la incision de
ratones encontré efectos en la colagenizacion y en su niumero
de mastocitos 6. Ademas de que la anestesia local afectase a
los numeros de fibra de colageno y capilares venosos, puede
causar varios grados de inflamacion y edema a lo largo de los
bordes de la herida que pueden afectar la cicatrizacion 33738,

Estudios anteriores demostraron que la concentracion
del anestésico local afecta la cicatrizacién de heridas, en el
sentido que las concentraciones elevadas atrasan la cicatri-
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zacion 203940 Mientras dosis inferiores a 100 mcg.mL-" de li-
docaina no tuvieron ningun efecto sobre la cicatrizacion en el
estudio de células epiteliales de la cérnea, las dosis por en-
cima de 250 mcg.mL" indujeron un atraso en la cicatrizacion
epitelial con un estandar dosis-dependiente 4'.

El Tramadol puede ser utilizado para el bloqueo del nervio
periférico y en la infiltracion de la incision debido a sus efec-
tos anestésicos 420, Ningun estudio evaluando los efectos
del tramadol en la cicatrizacion fue encontrado, habiendo sido
el objetivo de este estudio. La busqueda en la literatura no
encontré ningun estudio que relatase los efectos histopato-
I6gicos vy fisicos del tramadol en el proceso de cicatrizacion.
Creemos que nuestro estudio es el primero que se concentra
en ese asunto. Nuestro objetivo fue calcular los efectos histo-
patoldgicos y la formacion de bandas fisicas de la cicatriza-
cion en incisiones quirdrgicas, cuando el tramadol fue utiliza-
do para la anestesia por infiltracion.

Aunque nuestro estudio haya encontrado resultados pa-
recidos a los estudios anteriores sobre los efectos de la bu-
pivacaina y la lidocaina en la cicatrizaciéon de heridas 3041,
ninguna diferencia significativa fue encontrada entre el trama-
dol y el grupo control. Las propiedades antibacterianas de los
anestésicos locales y otros agentes usados en la infiltracion
de heridas son importantes. Las anteriores investigaciones
refuerzan esas propiedades de la bupivacaina 4>44. Hay una
controversia que tiene que ver con las propiedades antibacte-
rianas de la lidocaina, aunque existan estudios en la literatura
enfatizando tales propiedades “5. Sin embargo, las cepas de
bacterias no son inhibidas hasta dos horas después de la ad-
ministracion de lidocaina al 1%, y cuando los cultivos de biop-
sia se necesitan dentro de dos horas, la lidocaina puede ser
usada 8. Investigaciones anteriores ya habian evaluado las
propiedades antibacterianas del tramadol, que presenta una
actividad bactericida dosis y tiempo-dependiente para E. coli
y S. epidermidis, y una accion antibacteriana contra S. aureus
y las cepas de P. Aeruginosa *’. Los investigadores han enfa-
tizado que el tramadol puede ser util para reducir el riesgo de
infeccion bacteriana después de la anestesia local y regional
debido a sus propiedades antibacterianas 47. Nuestro estudio
no encontrd ningun vestigio de infeccion macroscépica en el
local de la herida en ninguno de los animales investigados.
Esto queda a tono con los estudios anteriores, que destacan
la interaccion de los anestésicos locales y de las propiedades
antibacterianas del tramadol.

Los anestésicos locales se conocen por los efectos mio-
toxicos y cuando son usados en infiltracion pueden causar
miotoxicidad 348. La Bupivacaina presenta un riesgo de mio-
toxicidad cuando se usa en el bloqueo continuo del nervio
periférico, relacionado con la duracion de la exposicion 4849,
La lidocaina también tiene propiedades miotéxicas 5°. Sin em-
bargo, el tramadol, sin efectos miotéxicos conocidos, ha sido
administrado por via intramuscular durante muchos afos 5'.

Como colofén, podemos decir que el presente estudio
de infiltracion de la incision quirdrgica en ratones encontré
que la bupivacaina y la lidocaina redujeron la produccion de
colageno vy la resistencia de ruptura de la herida, generando
puntuaciones significativamente elevadas para la vasculari-
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zacion, el edema y la inflamacion, cuando se les comparé
con el grupo control con solucién salina. No hubo diferencia
significativa entre el grupo control y el grupo tramadol, cuando
se ejecuto la infiltracion de la herida, en términos de produc-
cion de colageno, de resistencia a la ruptura y en puntajes
de vascularizacion, edema e inflamacién. Los resultados de
este estudio experimental preliminar en ratones, indica que el
tramadol puede ser utilizado para la anestesia por infiltracion
de la incisién sin efectos adversos sobre el proceso de cica-
trizacion quirurgica. Esos resultados necesitan ser verificados
en los seres humanos.
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