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1. TITULO

ANALISIS DE LOS EFECTOS DE LA TOXINA BOTULINICA
TIPO A (TBoA) PARA FAVORECER LA SOBREVIDA DE
LOS COLGAJOS MUSCULOCUTANEOS TIPO TRAM EN

UN MODELO ANIMAL



Il. DEFINICION DEL PROBLEMA

En cirugia plastica la mayoria de los problemas reconstructivos son resueltos
por medio de colgajos, los cuales van desde colgajos cutaneos con circulacion tipo
rondén, hasta colgajos compuestos de varios tejidos como son musculocutaneos
dependientes de una arteria especifica para su irrigacion o incluso compuestos por
piel, grasa musculo y hueso. La sobrevida de estos colgajos depende siempre de la
buena circulacion tanto micro como macrovascular desde su pediculo hasta la
irrigacion a la parte mas distal del pediculo. En reconstruccion mamaria el colgajo
TRAM (Transverse Rectus Abdominis Myocutaneous) es uno de los mas utilizados a
nivel mundial, y con mejores resultados estéticos y funcionales. Por lo tanto, es
importante conocer métodos que nos permitan maximizar la viabilidad del colgajo

para asi, disminuir las complicaciones y perdidas de este mismo.

El riesgo de Necrosis del colgajo TRAM (Transverse Rectus Abdominis
Myocutaneous), es mayor cuando agregamos comorbidades como obesidad,
tabaquismo, tratamiento con radioterapia, enfermedad microvascular, y cicatrices
abdominales previas, que hayan comprometido la circulacién de la pared abdominal.
Si se ha evaluado con anterioridad la mejoria en estos casos de este tipo de
pacientes al realizarles un retardo quirurgico 2 semanas previas al levantamiento
del colgajo, mejorando asi tanto la vascularidad del colgajo como la viabilidad del
mismo posterior a su levantamiento. No obstante, este tipo retardo quirurgico
conlleva otros riesgos inminentes a un Segundo tiempo quirdrgico y también

aumento de costos intrahospitalarios. Por lo que se han buscado otro tipo de



alternativas (de retardos NO quirurgicos) menos invasivas, con efectos localizados y

con los minimos efectos sistémicos.

Demostrar por medio de este estudio que la Toxina Botulinica tipo A (TBoA)
puede darnos el efecto de fendmeno de retardo con la simple aplicacion de la
misma sobre el colgajo, previo al levantamiento del mismo, proporcionandonos un
efectos localizado (regional) sin efectos sistémicos ni dafiinos para el tejido; podria
darnos una buena alternativa para incrementar la sobrevida de nuestros colgajos y
disminuir los riesgos de necrosis y trombosis de los mismos. Con la consiguiente
disminucién del tiempo intrahospitalario del paciente y de los costos que implica

para la institucion y para el mismo



Ill. MARCO TEORICO

Los colgajos son parte fundamental en la Cirugia Reconstructiva; su aporte
vascular es muy importante ya que una alteracion en dicho aporte se traduce en
necrosis parcial o total del colgajo y fracaso en el procedimiento quirurgico
reconstructivo. Se han desarrollado técnicas de soporte, como el retardo de los
colgajos en varios tiempos quirurgicos (1); el uso de agentes farmacoldgicos, de
tipo: simpaticoliticos, vasodilatadores, bloqueadores de los canales de calcio,
agentes hemorreoldgicos, prostaglandinas, anticoagulantes, esteroides, etc., cuyo
inconveniente es el requerir dosis altas que pueden provocar respuestas sistémicas
secundarias e importantes efectos adversos (2); También se han utilizado métodos
como la electro acupuntura; aplicacién de agentes tdpicos con resultados limitados,

como el nicoboxil y la nitroglicerina, entre los mas destacados (3).

El colgajo musculocutaneo recto abdominal transverso (transverse rectus
abdominis musculocutaneous o TRAM) se convirtié en la reconstruccion mamaria
autogena por excelencia en la década de los 80 del pasado siglo. Mc Craw y col
fueron los primeros que describieron la utilizacién del musculo recto abdominal
como unidad musculo-cutanea, aunque ha sido Drever (2), y posteriormente
Hartrampf y cols (3) quienes popularizaron la técnica para reconstruccion mamaria.
Consistia en transferir un bloque de tejido dermograso de la regién abdominal
infraumbilical a la region mamaria a reconstruir, escondiendo la cicatriz de la zona
donante en la region suprapubica. Esta técnica supuso un importante paso adelante
para las mujeres mastectomizadas, ya que evitaba la colocacion de protesis para

incrementar el volumen mamario y mejoraba el aspecto estético del abdomen.



El colgajo TRAM pediculado se utilizaba en la reconstruccion mamaria tras
mastectomia radical, mastectomia radical modificada y mastectomia subcutanea,
cuando la paciente presentaba un exceso de tejido cutaneo en el abdomen inferior,
y sobre todo cuando la mama contralateral era voluminosa y ptésica. También
estaba indicado en aquellas pacientes que habian recibido tratamiento radioterapico
o en aquellas que rechazaban la colocacién de un implante. No todo eran ventajas,
ya que dejaba secuelas en la pared abdominal al sacrificar un recto abdominal junto
con su vaina anterior, aumentando la posibilidad de aparicibon de hernias y
eventraciones a nivel local. En 1979 Holmstrom(4) describio el colgajo libre de recto
abdominal, basado en la arteria epigastrica inferior profunda, que incluia una
pequefia lamina de musculo minimizando la morbilidad de la zona donante. En ese
momento no se prestd atencion a  esa técnica innovadora, pero a medida que
pasaba el tiempo el nivel de exigencia crecia y por ello, y con el asentamiento de las
técnicas microquirurgicas, el colgajo libre de recto abdominal tomé auge en la

década de los 90.

El colgajo TRAM (Transverse Rectus Abdominis Myocutaneous) es el mejor
meétodo de reconstruccion mamaria. El realizarlo de manera convencional, es decir,
pediculado, tiene relativamente una alta incidencia de complicaciones, de las que la
necrosis grasa es la mas comun de las postoperatorias de TRAM. Este compromiso
vascular potencial es aun mayor en cierta poblacion, como en los pacientes obesos,
fumadores, hipertensos, con vasculitis o pacientes que reciben tratamiento de
radioterapia. Para poder reducir el porcentaje de complicaciones, especialmente en
pacientes de alto riesgo, por un tiempo se considero el retardo quirurgico del colgajo

ligando uno de sus pediculos vasculares, la arteria epigastrica profunda inferior,



cortando el territorio cutaneo al azar. Mas tarde fue abandonado por la introduccién
de variaciones a la técnica convencional. De esta manera se han realizado varias
modificaciones en la técnica, tratando de mejorar el aporte sanguineo y superar
tales problemas. Una de estas técnicas incluye el llevar el musculo recto
contralateral, lo que aumenta la debilidad de la pared abdominal y la consecuente
posibilidad de hernia. El realizar la transferencia del TRAM como colgajo libre
utilizando su pediculo dominante y/o super-cargando el colgajo con una segunda
fuente vascular por medio de una anastomosis microvascular, es otro método bien
descrito para aumentar la sobrevida de la isla cutanea, aunque esta técnica requiere

de un cirujano plastico con entrenamiento y experiencia en microcirugia. (18)

El retardo del colgajo TRAM es una técnica disefiada para aumentar la
sobrevida de la extension cutanea al azar. El retardo quimico tendria entonces el
beneficio general de un retardo, con la ventaja de ser un procedimiento mas
sencillo, menos invasivo, y sin los riesgos quirurgicos del retardo quirurgico. Es asi
como se han utilizado ya varias sustancias la mayoria de ellas inyectadas o
aplicadas perivascularmente o endovascularmente con la finalidad de provocar un
fendbmeno de retardo localizado y controlado, es decir que afecte solo el area
delimitada al colgajo y que no provoque efectos sistémicos. Pero hasta ahora no se
ha encontrado una sustancia que sea 100% segura de utilizarla sin tener efectos

sistémicos.

En los ultimos afos se ha evidenciado un avance importante y satisfactorio
con la utilizacion de la toxina botulinica tipo A en muchos aspectos médicos tanto

estéticos, como reconstructivos y funcionales, lo que ha llevado a estudiar con



mayor profundidad sus mecanismos de accion encontrando efectos de interés en su

aplicacion clinica.

Desde que Van Emengem (Bélgica) en 1895 aislé por primera vez el
Clostridium Botulinum y desde su primera aplicacion clinica por Scott en 1977, el

uso de la toxina botulinica se ha acrecentado en la medicina (4,5).

Su mecanismo de accidn a nivel de la union neuromuscular, es ampliamente
conocido (6) y el inicio del efecto tiene lugar entre las 6-36 horas tras la inyeccion,

logrando su efecto maximo entre los 7 y los 14 dias.

El resultado clinico esta directamente relacionado con la dosis aplicada y
debe ajustarse para cada caso concreto. La toxina botulinica A se obtiene en el
mercado en presentaciones de 100 Ul y 500 Ul, La dosis indicada es de 14-60ng/kg
(LD50= 420-1800). La dosis letal en ratas es de 20 Ul intraperitoneales. Y su efecto
tiene un area de difusion de aproximadamente 10mm circunferenciales al area

inyectada.

Como farmaco ha demostrado que es seguro. La difusién de la toxina y la
paralizacion de los grupos musculares adyacentes a la inyeccion representan el
efecto adverso mas frecuente. Esta contraindicado el tratamiento con toxina
botulinica en caso de que exista una enfermedad neuromuscular (miastenia,
sindrome de Eaton Lambert) y coincidiendo con tratamientos a base de
aminoglucdsidos, penicilamina, quinina y bloqueadores de los canales del calcio, ya

que éstos pueden potenciar sus efectos.
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En los casos de resistencia a la toxina botulinica tipo A, algunos pacientes
responden al tratamiento con Toxina tipo B inicialmente, puesto que al cabo de
varias sesiones se desarrolla también resistencia que se explica como el desarrollo

de anticuerpos contra el nuevo serotipo 0 como antigenicidad cruzada (7).

Las indicaciones médicas para su uso incluyen todas aquellas patologias que

resultan de la hiperfuncién muscular y la disfuncion autonémica.

La FDA aprobo la utilizacion de la toxina botulinica A para el tratamiento
cosmético de la zona glabelar y desde esa fecha se extendieron las aplicaciones
estéticas faciales sobre todo para el tercio superior y finalmente para el tratamiento

de la hiperhidrosis (6)

Ultimamente se han extendido las investigaciones sobre el posible efecto de
la toxina botulinica en la perfusion sanguinea muscular, en el metabolismo de la
glucosa, en su relacion con la liberacion de sustancia P, glutamato, Fos (un
producto de c-fos) y de calcitonina (8). Posiblemente de esta forma también se ha
planteado su capacidad para mejorar la viabilidad de los utilizandola como
mecanismo de retardo, disminuyendo la Resistencia miocutanea de los colgajos en
expansion, mejorando el area de expansion, la velocidad del proceso inflamatorio y

reduciendo la contraccion del colgajo miocutaneo (9)

También se han descrito avances en casos de desorden vasoespastico

(fendmeno de Raynaud especificamente), en los que la toxina botulinica podria ser

11



una alternativa de tratamiento; los pacientes han presentado mejoria al bloquear la
liberacion de acetilcolina con este producto. El musculo liso de los vasos arteriales
esta inervado por fibras simpaticas que utilizan norepinefrina en el mecanismo de
transmision sinaptica; la toxina botulinica presentaria una accion doble: inhibiendo el
vasoespasmo por bloqueo de la vasoconstriccion producida por el frio y previniendo

el reclutamiento de los receptores a2 a nivel de la musculatura lisa vascular.

Igualmente se ha informado también de la utilidad de esta terapia para el
tratamiento de Uulceras en digitos de origen isquémico y en el sindrome de

atrapamiento del tunel carpiano (10,11).

Basandonos en el principio de liberacion del péptido de calcitonina, un
potente vasodilatador, efecto atribuido a la toxina botulinica, se ha propuesto la
prevencion de la trombosis vascular de las anastomosis vasculares, la cual se
presenta en el 80% de los casos en los dos primeros dias tras la cirugia. Con la
aplicacion de toxina botulinica de manera experimental, se ha evidenciado que el
diametro de los vasos arteriales anastomosados, en los casos en que se aplicd
(0.68+0.2mm) fue mayor que en los casos del grupo control (0.53+0.02mm),

p<0.001, e incluso se reporta menor dificultad para la anastomosis (12).

Ultimamente se ha planteado también la efectividad de la epinefrina para
acelerar el tiempo de accion corto de la toxina botulinica en la hiperactividad
muscular. Hantash y Gladstone (13) presentan un estudio que sugiere la aceleracion
de la tasa de inicio de accion de la toxina botulinica cuando se administra

conjuntamente con epinefrina (agonista alfa-1, alfa-2, beta-1, beta-2 y beta-3
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adrenérgico) para el tratamiento de arrugas periorbitarias, manteniendo el tiempo de
accion a largo plazo. Young, en el aino 2009, determinoé el rol de la Toxina Botulinica
tipo A (BoTA) en la prevencion del colapso de los vasos periféricos en los colgajos

cutaneous. (14)

El estudio incluyé 10 ratas Sprague — Dawley divididas en 2 grupos: el
primero recibioé un total de 20 Ul de BoTA intradérmica en las areas proximal, media
y distal de un colgajo cutaneo de 3x10cm disefiado en el dorso de los animales una
semana antes de levantarlo y un segundo grupo control tratado con placebo. A los 7
dias de postoperatorio evaluo el area viable de los colgajos, 93.7916.06% para el

grupo BToA y 52.6316.55% para el grupo control p=0.042.

Por medio de flujometria Doppler se determinaron diferencias significativas
entre los grupos previamente mencionados, al levantar el colgajo p=0.043 y a los 7
dias p=0.042 en el area distal, con franco beneficio para el grupo TBoA. Finalmente,
el autor presenta un aumento en el numero de capilares del colgajo manteniendo la
morfologia de arteriolas y vénulas en el grupo TBoA en contraste con el grupo
control. Concluyen que existe un beneficio con el pre tratamiento mediante TBoA

para incrementar la supervivencia de los colgajos cutaneos.

12



IV. JUSTIFICACION

La sobrevida de los colgajos musculocutaneo dependen del adecuado aporte
sanguineo, el cual esta dado por una arteria o pediculo dominante. En el caso de el
colgajo tipo TRAM (Transverse Rectus Abdominis Myocutaneous) su circulacion
proviene de la arteria epigastrica superior profunda, que al momento de ser
disecado y separado completamente de la circulacion de la arteria epigastrica
inferior este colgajo sufre cambios vasculares importantes pudiendo verse

comprometida la viabilidad del mismo.

Con la Finalidad de asegurar y mejorar la circulacién de este tipo de colgajos
musculocutaneos se han realizado diferentes técnicas de retardo quirurgico y no
quirurgico para mejorar el aporte sanguineo y maximizar la viabilidad del mismo. En
este caso al utilizar toxina botulinica tipo A pre quirurgicamente se pretende mejorar
la vascularidad del colgajo, aumentar su porcentaje de tejido viable y por
consecuencia disminuir el porcentaje de necrosis del mismo, para su uso

reconstructivo; asi como disminuir el riesgo de trombosis del pediculo dominante.

El colgajo TRAM es el mejor método de reconstruccidn mamaria. El realizarlo
de manera convencional, es decir, pediculado, tiene relativamente una alta
incidencia de complicaciones, de las que la necrosis grasa es la mas comun de las
postoperatorias de TRAM. Este compromiso vascular potencial es aun mayor en
cierta poblacion, como en los pacientes obesos, fumadores, hipertensos, con

vasculitis o pacientes irradiados. Para poder reducir el porcentaje de

14



complicaciones, especialmente en pacientes de alto riesgo, por un tiempo se
considero el retardo quirurgico del colgajo ligando uno de sus pediculos vasculares,
la arteria epigastrica profunda inferior, cortando el territorio cutaneo al azar. Mas
tarde fue abandonado por la introduccion de variaciones a la técnica convencional.
De esta manera se han realizado varias modificaciones en la técnica, tratando de
mejorar el aporte sanguineo y superar tales problemas. Una de estas técnicas
incluye el llevar el musculo recto contralateral, lo que aumenta la debilidad de la
pared abdominal y la consecuente posibilidad de hernia. El realizar la transferencia
del TRAM como colgajo libre utilizando su pediculo dominante y/o super-cargando el
colgajo con una segunda fuente vascular por medio de una anastomosis
microvascular, es otro método bien descrito para aumentar la sobrevida de la isla
cutanea, aunque esta técnica requiere de un cirujano plastico con entrenamiento y

experiencia en microcirugia.

La decision para realizar un procedimiento de retardo de un colgajo TRAM de
pediculo unico es hecha para asegurar una mejor y mas extensa captura del aporte
vascular del colgajo. Esto fue demostrado por los estudios anatomicos realizados
por Taylor y colaboradores. Esta variacion del colgajo TRAM puede ser necesaria
en casos donde una mama grande contra lateral requiere de un colgajo con
volumen grande de tejidos para la reconstruccion. Sin embargo es mas
comunmente utilizado en pacientes con uno o mas factores de riesgo, incluyendo
obesidad, historia de tabaquismo significativa, y antecedente de radiacion en el
torax; las cuales son caracteristicas muy comunes en nuestra poblacién mexicana.
Las pacientes con cicatrices en ciertas areas de su abdomen también pueden

necesitar la realizacion de un procedimiento de retardo para mejorar la viabilidad del

18



colgajo y a veces para mejorar o probar la circulacion de segmentos especificos de

la pared abdominal.

Existen dos métodos basicos utilizados para realizar un retardo del colgajo
TRAM. EI primer método originalmente descrito por Taylor y colaboradores y
ampliamente utilizado por Codner y colegas consiste en la division de los vasos
superficiales y profundos epigastricos inferiores en los dos lados; luego de 7 a 14
dias la paciente es llevada a quiréfano para realizar el procedimiento reconstructivo

definitivo.

El retardo del colgajo TRAM es una técnica disefiada para aumentar la
sobrevida de la extension cutanea al azar. El retardo quimico tendria entonces el
beneficio general de un retardo, con la ventaja de ser un procedimiento mas sencillo
y menos invasivo. Se han descubierto y analizado los posibles efectos benéficos
que tiene la Toxina botulinica tipo A sobre los colgajos cutaneos. En este estudio
trataremos de demostrar este mismo efecto en la mejoria de la sobrevida en
colgajos musculocutaneos (TRAM) sin tener que realizar un procedimiento

quirurgico mas, ni procedimientos invasivos o que conlleven efectos sistémicos.

El retardo quimico en este caso tendria un efecto localizado no sistémico,
seria un procedimiento menos invasivo, el cual puede realizarse en un menor
tiempo, no tendria los riesgos quirurgicos de un retardo quirurgico y resultaria por lo

tanto en un menor costo para la institucion comparado con la opcién quirurgica.

1A



En reconstruccion mamaria el colgajo TRAM es uno de los mas utilizados a
nivel mundial, y con mejores resultados estéticos y funcionales. Por lo tanto, es
importante conocer métodos que nos permitan maximizar la viabilidad del colgajo

para asi, disminuir las complicaciones y perdidas del colgajo.

El costo hospitalario que involucran este tipo de reconstrucciones mamarias
es alto, y si a esto agregamos complicaciones secundarias a la insuficiente irrigacion
del colgajo, como son, necrosis, dehiscencia, infeccidn, y perdidas parcial o total del
colgajo; pues los costos hospitalarios se incrementan aun mas. Port tal motivo es
imprescindible encontrar métodos minimamente invasivos y que no involucren
efectos secundarios sistémicos, que nos puedan ayudar a mejorar la viabilidad y
sobrevida de los colgajos musculocutaneos utilizados para la reconstruccion con

tejidos autologos.

17



V. HIPOTESIS

Teniendo como antecedentes los estudios que demuestran el efecto a nivel
vascular de la Toxina Botulinica tipo A, la cual ha demostrado favorecer la
vasodilatacion e impedir la vasoconstriccion por bloqueo simpatico de los receptores
colinérgicos localizados en la pared del vaso. Partiendo de aqui planteamos la
hipdtesis de que, la toxina botulinica tipo a (TBoA) permitira disminuir el riesgo de
trombosis y vasoconstriccion del pediculo vascular (arteria epigastrica superior) del
colgajo TRAM que sera estudiado. Asi mismo, mejorara la microvasculatura a nivel
periférico propiciando una neovascularizacion distal al pediculo, lo cual disminuira el
riesgo de necrosis de las zonas mas distales al pediculo y mejorara la sobrevida del

resto del colgajo musculocutaneo.

Al disminuir el riesgo de necrosis tisular, disminuira por consecuencia el

riesgo de infeccidn, e inflamacion del colgajo.

Ademas ha sido ya bien estudiado el efecto en la capa neuromuscular, por lo
tanto también esperamos encontrar una atrofia en las fibras musculares , la cual
podria facilitar la rotacion y manipulacion del colgajo, en caso de que se requiera ser

rotado o transferido a otro sitio distal al mismo.
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VI. OBJETIVO GENERAL

El presente estudio tiene como finalidad analizar los efectos de la toxina
botulinica tipo A (TBoA) en los colgajos musculocutaneos tipo TRAM (Transverse

Rectus Abdominis Myocutaneous) en un modelo animal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Evaluar si la utilizacion de la toxina botulinica tipo A (TBoA) tienen beneficio
para el incremento en la sobrevida de los colgajos musculocutaneos tipo TRAM

(Transverse Rectus Abdominis Myocutaneous).

Analizar si la toxina botulinica tipo A puede disminuir el porcentaje de
necrosis tisular del colgajo musculocutaneo tipo TRAM (Transverse Rectus
Abdominis Myocutaneous) por medio de un efecto de fendmeno de retardo no

quirurgico, comparandolo con un grupo al cual no se le administrara toxina.

Comparar los efectos sobre la vasculatura del colgajo TRAM al cual se le
administrara TBoA y al que no se le administrara, y determinar si hay alguna
diferencia significativa entre estos dos grupos. Estos efectos seran medidos por el

grado de ectasia vascular y grado de neovascularizacion.

Analizar los efectos que tiene la toxina botulinica tipo A sobre las fibras
musculares del colgajo musculocutaneo tipo TRAM (Transverse Rectus Abdominis

Myocutaneous)
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Se pretenden identificar los siguientes puntos:

1.

Evaluar los efectos de la toxina botulinica tipo A (TBoA) sobre los

colgajos musculocutaneos tipo TRAM en ratas.

Analizar el efecto sobre la vasculatura del colgajo musculo cutaneo
tipo TRAM en un modelo animal con ratas al utilizar Toxina Botulinica
tipo A (TBoA), Comparando el grado de ectasia y de

neovascularizaciéon del colgajo

Comparar los efectos (neovascularizacion, ectasia vascular,
inflamacion, formacién de tejido de granulacion, fibrosis, grado de
atrofia muscular) de la TBoA utilizandola prequirugicamente (1 semana)

vs transquirurgicamente.

Comparar la sobrevida (porcentaje de tejido viable vs porcentaje de
tejido necrotico) del colgajo musculocutaneo al administrar TBOA, al
comparar y analizar los 3 grupos de estudio: Grupo 1 (solucioén salina

0.9%) Grupo 2 (TBoA pre quirurgica) Grupo3 (TBoA transquirurgica).

Analizar los efectos de la Toxina botulinica sobre el riesgo de infeccion

y compararlo con el grupo en el que no se utilizo la misma.

Comparar el grado de atrofia muscular en el grupo de TBoA

prequirurgica vs el grupo de TBoA transquirurgica.
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VII. TIPO DE ESTUDIO

Proyecto de investigacion para titulacion de especialidad en cirugia plastica.

Estudio de tipo Experimental en un modelo animal de Ratas.

VIII. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio Experimental, transversal, aleatorizado, analitico y prospectivo.

a. UNIVERSO Y MUESTRA

Se calculo el tamafio de la muestra por comparacibn de medias
independientes utilizando el programa EPIDAT 3.1 (Analisis epidemiologico de datos
tabulados, Xunta de Galicia & OPS-OMS. 2006) con un nivel de confianza del 95%;

de esta manera se determind una muestra de 30 ratas.

Se evaluaran 30 ratas machos tipo Wistar de entre 250 a 300 grs, de 3 a 12

meses de edad. Las ratas seran asignadas aleatoriamente (randomizadas) a un

grupo, y divididas en 3 grupos, cada grupo de 10 ratas.
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b. CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

Ratas tipo Wistar machos

Peso: 250 a 300 grs
- Edad minima de 3 meses de edad maxima de 1 ano

Ratas sanas

CRITERIOS DE EXCLUSION

Ratas que muestren signos de enfermedad

Ratas que presenten heridas o cicatrices abdominales.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Ratas que presenten heridas no relacionadas con la cirugia por ejemplo

mordedura o huellas de rascado dentro del area delimitada por el colgajo,

en el periodo postoperatorio.

Ratas muertas durante el periodo transquirurgico y/o posquirurgico

inmediato.
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c. METODOS DE SELECCION DE LA MUESTRA

PERIODO Y LUGAR DONDE SE DESARROLLA LA INVESTIGACION

Este estudio sera realizado durante el periodo del mes de Diciembre 2012
al mes de junio del 2013. En el Bioterio del Hospital Central Sur de Alta

Especialidad de PEMEX en la ciudad de México DF.

Se ha determinado la cantidad de la muestra de acuerdo a los estudios
previamente analizados en la revision bibliografica de los temas
relacionados con este protocolo. En base a estos estudios y sus
resultados hemos decidido basar este estudio en una muestra de 30 ratas
divididas de manera aleatoria en 3 grupos (grupo A, B, C). Como criterios
para la inclusion de las ratas se estandarizaron los pesos y las edades de
la ratas, asi como el sexo de las mismas con la finalidad de que los

grupos a estudiar sean los mas similares posible.

Asi entonces se obtuvieron 3 grupos de un total de 10 ratas cada uno. Un
grupo placebo (control) y 2 grupos de comparacion donde se evalua la

TBOA (prequirurgica y transquirurgica).

Se eliminaran los animales que presenten complicaciones quirurgicas,

que no sobrevivan al estudio y aquellos en los que no se complete el plan

terapéutico establecido.
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d. DEFINICION DE VARIABLES

Valoracion Macroscoépica:

Variables Cuantitativas:

a) Valoracion Macroscoépica (valoracion clinica):

1) Area de Porcentaje % de Necrosis del colgajo
i) Se utilizara la cuadricula de acetato transparente cuadriculada a
4x4mm para valoracion del porcentaje. Se contaran los cuadros de
tejido viable y los cuadros de tejido necrotico, y por medio de una regla

de 3 se sacara el porcentaje de tejido necrosado.

2) Area de Porcentaje % de Tejido Viable del colgajo
i) Se utilizara la cuadricula de acetato transparente cuadriculada a
4x4mm para valoracion del porcentaje. Se contaran los cuadros de
tejido viable y los cuadros de tejido necrotico, y por medio de una regla

de 3 se sacara el porcentaje de tejido viable.

VARIABLES CUALITATIVAS:
b) Valoracion Histolégica (tincion de Hematoxilina y Eosina con

visualizacion a 40x de magnificacion)
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NOTA: Todas las valoraciones histologicas fueron realizadas por la misma persona
especialista en Histopatologia, y fueron revisadas detalladamente en 3 tiempos
diferentes, y fueron también observadas junto con el autor del protocolo, para lograr

disminuir el riesgo de no concordancia de los resultados.

Para realizar el comparativo de las muestras, se tomo como parametros basales
las caracteristicas histologicas de una muestra (a la cual se denomino control 0) de
toda la pared abdominal de la rata la cual incluia piel, grasa, tejido celular
subcutaneo, aponeurosis musculo recto abdominal y peritoneo; se tomo esta
muestra en un bloque de 2 x 4 cm y se proceso de la misma manera que se hizo
con las muestras de los colgajos; con la finalidad de tener una imagen de control
con los 3 grupos a analizar y comparar, y asi disminuir el riesgo de sesgo al
momento de realizar la comparacion entre los 3 grupos y mejorar la concordancia
del analisis de las mismas variables en estos grupos. Asi se evaluaron las

siguientes variables histologicas:

1) Vascularidad (leve, moderada, severa)

Se comparo la cantidad de vasos sanguineos en los cortes
histolégicos de cada uno de los grupos estudiados comparandolos con el
control 0. Y a su ves se compara entre cada uno de los grupos a analizar.

2) Ectasia Vascular (leve, moderada, severa)

Se determinara si es leve moderada o severa de acuerdo al grado de

dilatacion vascular y turgencia observada en el vaso del pediculo de cada uno

de los colgajos, y comparando estos con el control O.
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3)

4)

d)

6)

Inflamacién
Se determinara si es leve moderada o severa de acuerdo al grado de
infiltrado inflamatorio (celulas PMN, Macrofagos) observado en cada uno de

los colgajos, y comparando estos con el control O.

Infeccién

Se determinara si es leve moderada o severa de acuerdo al grado de
datos de infeccion, y colonizacion del colgajo, donde se observen ademas
bacterias u otros organismos patogenos en el corte histologico. De ser
observadas en la muestra de ematoxilina y eosina, o ante la sospecha de
infeccion se realizaran pruebas especificas para cada microorganismos como
tinciones de GRAM o PASS para visualizar mejor los microorganismos

patogenos.

Fibrosis
Se determinara si es leve moderada o severa de acuerdo al grado
fibras de colagena perivascular y formacion de tejido conectivo observada

dentro de cada uno de los colgajos, y comparando estos con el control 0.

Tejido de granulaciéon

Se determinara si es leve moderada o severa de acuerdo al grado
formacion de neotejido (tejido granulacion) formado en el area disecada entre
la aponeurosis y el tejidoc celular subcutaneo (TCS) de cada uno de los

colgajos, y comparando estos con el control O.
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7) Atrofia muscular
Se determinara si es leve moderada o severa de acuerdo al grado de
disminucién de tamafio de las fribras musculares y de la separacion que
exista entre unas de otras de cada uno de los colgajos, y comparando estos

con el control 0.
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e) MATERIAL Y METODOS

* Designacioén de los Grupos

Se realizo asignacion al azar de los 3 grupos de ratas obteniendo un
total de 30 ratas machos tipo Wistar entre 250 a 300 grs de peso, se

obtuvieron asi 3 grupos de 10 ratas cada uno:

o Grupo 1: Aplicacion de Solucion salina 0.9% (placebo)

o Grupo 2: Aplicacion de Toxina Botulinica tipo A (TBoA) prequirurgica

(8 dias antes de levantar el colgajo TRAM).

o Grupo 3: Apliacion de Toxina Botulinica tipo A (TBoA)

transquirurgicamente (al momento de levantar el colgajo TRAM).

Todas las ratas se obtuvieron del bioterio del Hospital Central Sur de PEMEX
que fueron obtenidos a su vez en un lugar especializado en la cria de animales para

investigacion.

Posteriormente a la cirugia cada una estuvo encerrada en su propia jaula,
para evitar que estas se dafiaran unas a otras. Las jaulas se mantuvieron en un
cuarto con temperatura controlada a 24°C.

Todos los animales fueron alimentados con comida especial para ratas y agua a

libre demanda.
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* Anestesia

Se realizo induccién de sedacién con éter inhalado, para posteriormente
permitir la manipulacion de la rata ketamina 25 mg/kg de peso + xilacina 20 mg/kg
de peso via intramuscular. Se les realizo tricotomia de toda la pared abdominal. Y

se coloco en una tabla en posicidon decubito ventral con las patas sujetas a la tabla.

Se realiza aseo de la pared abdominal con isodine y se coloco un campo

plastificado estéril alrededor del area abdominal.

* Marcacién

Se marcara el colgajo en la pared abdominal tomando como referencia la linea
media y la cicatriz umbilical. Se marca un colgajo de 4 cm de ancho por 2 cm de alto
y se disefia un cuadriculado en el mismo de 1 cm cada cuadro. Se marcan ademas
las 4 zonas del colgajo TRAM. Y se simbolizan con color rojo las Arterias
epigastricas tanto superiores como inferiores, se colocan signos de + (mas) a las
arterias que se preservaran y de — (menos) a la arteria epigastrica inferior la cual

sera seccionada.

* Designacion de Grupos

GRUPO 1 (10 ratas: sera nuestro grupo Control. Al cual solo se le inyectara
solucion salina al 0.9% a cantidades equivalentes de solucién de lo que se inyectara
en los grupos tratados con Toxina Botulinica (TBOA), esta sera inyectada de la

misma manera y en la misma localizacion que la TBoA. Posteriormente a ser
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inyectada se procedera a levantar el colgajo TRAM, el cual posteriormente se
colocara sobre su lecho una placa de silicén, para evitar revascularizacién del
mismo. A la semana de ser levantado el colgajo se sacrificara a la rata para hacer

las valoraciones correspondientes macroscopicas e histopatoldgicas.

Los procedimientos quirurgicos seran realizados con ayuda de microscopio
con una magnificacion 6x. Y con instrumental de microcirugia, para visualizar los
vasos epigastricos y las arterias perforantes del musculo, las cuales seran

preservadas solo del lado del TRAM a levantar (solo lado derecho).

GRUPO 2 (10 Ratas) se inyectaran previamente (1 semana pre
levantamiento del colgajo) la Toxina Botulinica tipo A en los puntos marcados de
manera perivascular y sobre toda la longitud del colgajo abdominal a puntos de
separacion de 10mm, a una dosis de 0.5 Ul en cada punto con una dilucion de
100Ul en 4 cc de solucion fisiologica al 0.9%, con una dosis total de en cada rata de
5 Ul. Sera aplicada en 8 puntos del colgajo y 2 puntos mas sobre trayecto del

pediculo vascular.

Posteriormente a los 7 dias de la infiltracion se realiza el levantamiento del
colgajo TRAM y se coloca una placa de silicon en el lecho para evitar

revascularizacion del colgajo mediante los vasos del lecho.

A la semana de levantado el colgajo (dia 14) se inducira a la rata nuevamente
a la anestesia para tomar las muestras del total del colgajo TRAM. Se sacrificara a
la rata y se enviaran las muestras a patologia (por medio de tincion de hematoxilina

y eosina se evaluaran las variables previamente descritas, tanto macroscépicas
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como microscopicas.

En el Grupo 3 (10 Ratas), se inyectara la misma dosis de toxina Botulinica
tipo A en los mismos puntos marcados que para el grupo 2 pero en esta ocasion
solo se inyectara 30 min antes de ser elevado el colgajo. De igual manera se dejara
una placa de silicdn en el lecho y se suturara el mismo con puntos no absorbibles de
sutura continua sobre la piel. A la semana de ser levantado el colgajo, se realizara
el mismo procedimiento de toma de muestra, sacrificando a la rata para tomar las

muestras de los colgajos , los cuales seran llevados a valoracion histopatolégica.

En el postoperatorio se empleara analgesia por via oral (administrada en el
agua utilizada para bebida de la rata). A los 7 dias de post quirurgico se realizaran
estudios macroscépicos y fotografias para valorar el porcentaje de necrosis y
supervivencia del tejido, se utilizara la cuadricula milimétrica de acetato transparente
para sacar el porcentaje de necrosis por medio de una regla de 3. La valoracion
fotografica de los colgajos se hara cada 24 horas hasta que se delimiten

completamente los cambios clinicos.

Las ratas seran sacrificadas 8 dias después del levantamiento del colgajo,
bajo anestesia profunda acompafiada de sobredosis de pentobarbital sédico (90-210
mg/kg) y los colgajos se enviaran a evaluacion histopatolégica donde se les
realizara tincion de hematoxilina y eosina y masson (para ver mejor la vasculatura) a
todos los colgajos y a los que sean necesarios se les realizara GRAM, PASS y azul
de toloudeno, como tinciones especiales para visualizar microorganismos en caso

de observarse datos de infeccion.
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Los cadaveres de los animales sacrificados se manejaran conforme a la
NOM-087-ECOLSSA1- 2002: seran depositados en bolsas color amarillo vy

trasladados al Depdsito Temporal de Desechos del Bioterio del hospital.

7



X. ASPECTOS ETICOS

Por tratarse de un estudio experimental en animales (ratas). Se sometera este
protocolo de estudio a las reglas generales de ética medica. También fueron
valorados los requisitos éticos generales que fueron subrayados con anterioridad
en la Declaracion de Helsinki de 1960 acordada por la Asociacion Medica Mundial y

posteriormente revisados en Octubre de 2000 (disponibles en www.wma.net).

También fueron contemplados los lineamientos para la utilizacién de
animales como sujetos de estudio experimental se basaron en los descritos en la
Guia para el cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Guide For The Care And

Use Of Laboratory Animals 8a Edition) (22).

El protocolo de estudio experimental ademas fue sometido a evaluacion
previa por el comité de ética del Hospital Central Sur de Alta Especialidad de
PEMEX; y se conto con su autorizacion para realizar el mismo, asi como
autorizacion por parte del jefe del Bioterio y de la Jefa del servicio de Ensefianza de

este Hospital.
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XI. RECURSOS Y LOGISTICA

Este estudio se realizara dentro del Hospital Central Sur de Alta Especialidad,
en el area de Bioterio, con animales de experimentacién (Ratas tipo Wistar)
proporcionadas por el mismo. Se contara con la colaboracion del servicio de
Patologia para la valoracion y el analisis de las muestras obtenidas (colgajos de las
ratas). El Hospital Central Sur de Alta Especialidad de PEMEX donde se realizara
este proyecto cuenta con todos los insumos e infraestructura para la realizacién de

este estudio experimental.

El Bioterio de este Hospital proporcionara los animales, alimento, jaulas y
cuidados pre y postquirurgicos de los animales. Asi como también proporcionara la
infraestructura necesaria para realizar los procedimientos quirurgicos (microscopio,
material de microcirugia). El Analisis de las muestras de tejidos seran realizados por
el departamento de patologia medico quirurgica de este hospital. La Toxina
botulinica tipo A sera comprada de manera externa directo al proveedor con

recursos propios del equipo de investigacion.
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Xlll. REPORTE FINAL

TITULO DE LA TESIS:

ANALISIS DE LOS EFECTOS DE LA TOXINA BOTULINICA
TIPO A (TBoA) PARA FAVORECER LA SOBREVIDA DE
LOS COLGAJOS MUSCULOCUTANEOS TIPO TRAM EN

UN MODELO ANIMAL

RESUMEN

Los colgajos cutaneos musculocutaneos de tipo TRAM (Transverse Rectus
Abdominis Myocutaneous) ya sean pediculados o libres siguen siendo el estandar
de oro para la cirugia de reconstruccion mamaria y otro tipo de defectos, ya que
proporcionan un colgajo grande que permite cubrir defectos grandes y en el caso de
la reconstruccion mamaria nos permite reconstruir de una manera mas natural vy
con tejidos autologos que semejan mas las caracteristicas de la mama contralateral.
Asegurar un aporte vascular adecuado es el factor mas importante para la
supervivencia de los mismos. Por ese motive hemos decidido desarrollar este
estudio experimental en el cual se valora el efecto sobre la vasculatura del colgajo
TRAM que tienen la Toxina Botulinica tipo A para mejorar la sobrevida del colgajo y
asi disminuir los riesgos de necrosis y perdida del colgajo y promover la perfusion
sanguinea a las partes mas distales del pediculo como son la zona lll y zona IV del
mismo, y asi asegurar un porcentaje mayor de tejido viable para ser utilizado

durante la reconstruccion.
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Realizamos un estudio experimental en un total de 30 ratas de tipo Wistar
machos de entre 250 a 300 grs, disecamos colgajo TRAM pediculado derecho en
todas las ratas las dividimos en 3 grupos, cada grupo de 10 ratas: Grupo 1 se le
aplico Solucién salina al 0.9%; Grupo 2, se le aplico TBoA pre quirurgicamente (1
semana antes del levantamiento del colgajo); Grupo 3, se le aplico TBoA
Transquirurgicamente (al momento de levantar el colgajo). Se realizo evaluacién de
los colgajos al octavo dia de ser levantados tanto macroscopica como
histopatolégica. Para la valoracidon histolégica se utilizo un modelo comparativo al
cual se denomino Control 0, que era una pared abdominal de una rata sana, como
medida basal y estandar del tamafo y cantidad de vasos sanguineos y del tamafio

y forma de las fibras musculares.

Efectuamos el analisis estadistico con la prueba T de Student, y Chi2 se
utilizo el programa SPSS version 20 para el analisis estadistico. para la

comparacion de las variables.

El analisis macroscépico de los colgajos se realiz6 con una cuadricula
milimétrica y se saco asi el porcentaje de tejido viable y tejido necrosado. Al
Realizar comparacion entre los 3 grupos encontramos que hubo una diferencia
significativa entre el grupo de solucion salina con 27.7% 5.2 contra el grupo de
TBoOA pre quirurgico 11.9 £ 2.5 con una p<0.05 y contra TBoA transquirurgica 7%

+3.1 con una p<0.05

El analisis histologico mostro: mayor vascularidad en el grupo 2 de TBoA que

el de solucion salina con una p<0.05 estadisticamente significativa. El grupo TBoA
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mostro mayor ectasia vascular que el grupo con solucién salina con una p<0.05. Al
comparar los grupos 2 y 3 de TBoA pre quirurgica y transquirurgica, se observo una
pequefia diferencia entre vascularidad y ectasia vascular mayor en el grupo de
TBOA transquirurgica, pero esta diferencia no fue estadisticamente significativa con
una p=0.7.En cuanto a la fibrosis, inflamacién y tejido de granulacién hubo una
diferencia no estadisticamente significativa con una p = 0.6. La atrofia muscular fue

mayor en el grupo de TBoA que en el grupo de solucion salina con una p<0.05.

Concluimos que la toxina botulinica tipo A actua como protector contra el
proceso de sufrimiento — isquemia de los tejidos, debido a su accidén a que evita la
vasoconstriccion del vaso y promueve su vasodilatacidn subsecuentemente al
levantamiento del colgajo musculocutaneo, no se observaron complicaciones en los
grupos evaluados con TBoA por lo que se considera una sustancia segura de facil
aplicacién, pudiendo utilizarse de manera segura con pacientes. De acuerdo a los
resultados obtenidos se recomienda su uso de manera transquirurgica al inicio del

procedimiento quirurgico.
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INTRODUCCION

El colgajo TRAM (Transverse Rectus Abdominis Myocutaneous) es el mejor
meétodo de reconstruccion mamaria. El realizarlo de manera convencional, es decir,
pediculado, tiene relativamente una alta incidencia de complicaciones, de las que la
necrosis grasa es la mas comun de las postoperatorias de TRAM. Este compromiso
vascular potencial es aun mayor en cierta poblacion, como en los pacientes obesos,
fumadores, hipertensos, con vasculitis o pacientes que reciben tratamiento de
radioterapia. Para poder reducir el porcentaje de complicaciones, especialmente en
pacientes de alto riesgo, por un tiempo se considero el retardo quirurgico del colgajo
ligando uno de sus pediculos vasculares, la arteria epigastrica profunda inferior,
cortando el territorio cutaneo al azar. Mas tarde fue abandonado por la introduccién
de variaciones a la técnica convencional. De esta manera se han realizado varias
modificaciones en la técnica, tratando de mejorar el aporte sanguineo y superar
tales problemas. Una de estas técnicas incluye el llevar el musculo recto
contralateral, lo que aumenta la debilidad de la pared abdominal y la consecuente
posibilidad de hernia. El realizar la transferencia del TRAM como colgajo libre
utilizando su pediculo dominante y/o super-cargando el colgajo con una segunda
fuente vascular por medio de una anastomosis microvascular, es otro método bien
descrito para aumentar la sobrevida de la isla cutanea, aunque esta técnica requiere

de un cirujano plastico con entrenamiento y experiencia en microcirugia. (18)

El retardo del colgajo TRAM es una técnica disefiada para aumentar la
sobrevida de la extension cutanea al azar. El retardo quimico tendria entonces el

beneficio general de un retardo, con la ventaja de ser un procedimiento mas
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sencillo, menos invasivo, y sin los riesgos quirurgicos del retardo quirurgico. Es asi
como se han utilizado ya varias sustancias la mayoria de ellas inyectadas o
aplicadas peri vascularmente o endovascularmente con la finalidad de provocar un
fendbmeno de retardo localizado y controlado, es decir que afecte solo el area
delimitada al colgajo y que no provoque efectos sistémicos. Pero hasta ahora no se
ha encontrado una sustancia que sea 100% segura de utilizarla sin tener efectos

sistémicos.

En los ultimos afos se ha evidenciado un avance importante y satisfactorio
con la utilizacion de la toxina botulinica tipo A en muchos aspectos médicos tanto
estéticos, como reconstructivos y funcionales, lo que ha llevado a estudiar con
mayor profundidad sus mecanismos de accion encontrando efectos de interés en su
aplicacion clinica.

Ultimamente se han extendido las investigaciones sobre el posible efecto de
la toxina botulinica en la perfusion sanguinea muscular, en el metabolismo de la
glucosa, en su relacion con la liberacion de sustancia P, glutamato, Fos (un
producto de c-fos) y de calcitonina (8). Posiblemente de esta forma también se ha
planteado su capacidad para mejorar la viabilidad de los utilizandola como
mecanismo de retardo, disminuyendo la Resistencia miocutanea de los colgajos en
expansion, mejorando el area de expansion, la velocidad del proceso inflamatorio y

reduciendo la contraccion del colgajo miocutaneo (9)
También se han descrito avances en casos de desorden vasoespastico
(fendmeno de Raynaud especificamente), en los que la toxina botulinica podria ser

una alternativa de tratamiento; los pacientes han presentado mejoria al bloquear la
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liberacion de acetilcolina con este producto. El musculo liso de los vasos arteriales
esta inervado por fibras simpaticas que utilizan norepinefrina en el mecanismo de
transmision sinaptica; la toxina botulinica presentaria una accion doble: inhibiendo el
vasoespasmo por bloqueo de la vasoconstriccion producida por el frio y previniendo

el reclutamiento de los receptores a2 a nivel de la musculatura lisa vascular.

Igualmente se ha informado también de la utilidad de esta terapia para el
tratamiento de Uulceras en digitos de origen isquémico y en el sindrome de

atrapamiento del tunel carpiano (10,11).

Basandonos en el principio de liberacion del péptido de calcitonina, un
potente vasodilatador, efecto atribuido a la toxina botulinica, se ha propuesto la
prevencion de la trombosis vascular de las anastomosis vasculares, la cual se
presenta en el 80% de los casos en los dos primeros dias tras la cirugia. Con la
aplicacion de toxina botulinica de manera experimental, se ha evidenciado que el
diametro de los vasos arteriales anastomosados, en los casos en que se aplicd
(0.68+0.2mm) fue mayor que en los casos del grupo control (0.53+0.02mm),

p<0.001, e incluso se reporta menor dificultad para la anastomosis (12).

Partiendo de estos antecedentes, hemos basado nuestra hipdtesis, en
demostrar que la TBoA puede servir como una sustancia que promueva un
fendbmeno de retardo no quirurgico en el colgajo TRAM, mejorando la sobrevida y
aumentando la cantidad de tejido viable en las areas mas propensas a necrosis por

ser mas distales al pediculo como serian en este caso las zonas lll y IV.
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MATERIAL Y METODOS

Se realizo induccién de sedacién con éter
inhalado, para posteriormente  permitir la
manipulacion de la rata, y aplicar ketamina 25
mg/kg de peso + xilacina 20 mg/kg de peso via
intramuscular. Se les realizo tricotomia de toda la
pared abdominal. Y se coloco en una tabla en
posicion decubito ventral con las patas sujetas a la

tabla. Se realiza aseo de la pared abdominal con

isodine y se coloco un campo plastificado estéril alrededor del area abdominal.

* Marcacion

Se marcara el colgajo en la pared abdominal tomando como referencia la linea
media y la cicatriz umbilical. Se marca un colgajo de 4 cm de ancho por 2 cm de alto
y se disefia un cuadriculado en el mismo de 1 cm cada cuadro. Se marcan ademas
las 4 zonas del colgajo TRAM. Y se simbolizan
con color rojo las Arterias epigastricas tanto
superiores como inferiores, se colocan signos de
+ (mas) a las arterias que se preservaran y de —
(menos) a la arteria epigastrica inferior la cual

sera seccionada. Ver Figura 1

Figura 1. El recuadro representa
el area del colgajo a disecar. Las
arteria epigastricas superiores e
inferiores estan marcadas con
color rojo. Y se observan las
cuatro zonas vasculares del
colgajo en negro (L1, 111, 1V)
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TECNICA QUIRUGICA

GRUPO 1 (10 ratas): Es nuestro grupo Control. Al cual solo se le inyecto
solucién salina al 0.9% a cantidades equivalentes de lo que se inyecto en los grupos
tratados con Toxina Botulinica (TBoA), esta se inyecto de la misma manera y en la
misma localizacion que la TBoA. Posteriormente a ser inyectada se procedio a
levantar el colgajo TRAM, el cual se coloco sobre su propio lecho pero encima de
una placa de silicon, para evitar revascularizacion del mismo. A la semana (8° dia
Postquirargico) de ser levantado el colgajo se sacrifico a la rata para hacer las

valoraciones correspondientes macroscoépicas e histopatologicas.

Los procedimientos quirurgicos fueron realizados con ayuda de microscopio
con una magnificacién 6x. Y con instrumental de microcirugia, para visualizar los
vasos epigastricos y las arterias perforantes del musculo, las cuales seran
preservadas solo del lado del TRAM a levantar (solo lado derecho). Todos los
colgajos TRAM fueron levantados del lado derecho, preservando la circulacion de la

epigastrica superior derecha. (ver Figura 2)

Figura 2. Levantamiento del
colgajo TRAM. Se puede
observar como la circulacion
del colgajo depende solo de
las arterias perforantes de la
arteria epigastrica superior
derecha.
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GRUPO 2 (10 Ratas) se aplico TBoA (1 semana pre levantamiento del
colgajo) en los puntos marcados de manera perivascular y sobre toda la longitud del
colgajo abdominal a puntos de separacion de 10mm, a una dosis de 0.5 Ul en cada
punto con una dilucién de 100Ul en 4 cc de solucion fisiolégica al 0.9%, con una
dosis total de en cada rata de 5 Ul. Sera aplico en 8 puntos del colgajo y 2 puntos

mas sobre trayecto del pediculo vascular. (Ver Figura 3)

Figura 3. Se muestran
las Zonas de Aplicacion
de Toxina botulinica tipo
A (TBoA).

Posteriormente a los 7 dias de la aplicacion de la TBoA se realizo el
levantamiento del colgajo TRAM y se coloco una placa de silicon en el lecho para
evitar revascularizacion del colgajo mediante los vasos del lecho. A la semana de
levantado el colgajo (dia 14) se indujo a la rata nuevamente a la anestesia para
tomar las muestras del total del colgajo TRAM; se sacrifico a la rata y se enviaron
las muestras a patologia (por medio de tincion de hematoxilina y eosina y masson
se evaluaron las variables de: Vascularidad, ectasia vascular, inflamacion, infeccion,

fibrosis, tejido de granulacion y atrofia muscular.
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En el Grupo 3 (10 Ratas), se inyecto la misma dosis de toxina Botulinica tipo
A en los mismos puntos marcados que para el grupo 2 pero en esta ocasion solo se
inyecto 30 min antes de ser elevado el colgajo. De igual manera se dejo una placa
de silicén en el lecho (Ver Figura 4) y se suturo el mismo con puntos de sutura no
absorbibles, primero se fijo con puntos simples en todos los cuadrantes y
posteriormente se realizo sutura continua sobre la piel (Ver Figura 5). A la semana
de ser levantado el colgajo, se realizo el mismo procedimiento de toma de muestra,
sacrificando a la rata para tomar las muestras de los colgajos , los cuales seran

llevados a valoracion histopatologica. (Ver Figura 6)

Wiy,
Figura 4. Colocacion de la placa Figura 5. Sutura del colgajo sobre su
de silicon sobre el lecho antes de mismo lecho, sobre la placa de silicon.
cerrar; para evitar Con puntos no absorbibles.
revascularizacion del colgajo por
el mismo.
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En el postoperatorio se empleo analgesia por via oral (administrada en el

agua utilizada para bebida de la rata).

A los 7 dias de post quirargico se realizaron estudios macroscopicos y
fotografias para valorar el porcentaje de necrosis y supervivencia del tejido, se
utilizo nuevamente la cuadricula milimétrica de acetato transparente para sacar el

porcentaje de necrosis por medio de una regla de 3. (Ver figura )

Figura . Se muestra la
cuadricula milimétrica
utilizada para calcular el area
y porcentaje de necrosis del
colgajo. Mediante una regla
de 3.

Las ratas fueron sacrificadas 8 dias desbués del Ievantérrniento del colgajo,
bajo anestesia profunda acompafiada de sobredosis de pentobarbital sédico (90-210
mg/kg) y los colgajos se enviaron a evaluacién histopatologica donde se les realizo
tincion de hematoxilina y eosina y masson (para ver mejor la vascultura) a todos los
colgajos y a los que sean necesarios se les realizara GRAM, PASS y azul de
toloudeno, como tinciones especiales para visualizar microorganismos en caso de

observarse datos de infeccion.
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Figura 6.

a) Levantamiento del colgajo TRAM a 1 semana posoperatorio. b) Toma de la
pieza quirdrgica. c) Toma de la parte posterior del colgajo. d)Se fija el colgajo en
un bloque de parafina. e) Se coloca en frasco de Formol por 24 hrs para fijar la
muestra.

Los cadaveres de los animales sacrificados se manejaran conforme a la
NOM-087-ECOLSSA1- 2002: seran depositados en bolsas color amarillo y

trasladados al Depdsito Temporal de Desechos del Bioterio del hospital.

Las muestras de los colgajos fueron colocadas en unos bloques de parafina
para lograr extender el colgajo y evitar contractura del mismo. Posteriormente se
colocaron en un frasco con formol y se dejaron durante 24 hrs para fijar la muestra.
Después de esto, se sacaban del frasco y se realizaban dos cortes transversales en
medio del colgajo tomando asi dos muestras del mismo y colocando estas en una
mini caja para muestras de patologia, la cual se sumergia nuevamente en formol por
otras 24 hrs. Las muestras eran procesadas después de esto por los técnicos de
patologia, los cuales primero las parafinaban en bloques y después tomaban los
cortes micrométricos de cada una de ellas para realizar las tinciones requeridas. A

todas las muestras se les realizo tincion de Hematoxilina y Eosina, y Masson, en
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algunas se realizaron también algunas otras tinciones especiales como GRAM,
PASS y Azul de Toloudeno, sobretodo en aquellas que mostraron datos de

infeccion. Ver figura 7 y 8.

Figura 7. Se observan
los bloques de parafina
con las muestras de los
colgajos. Y a lado de
cada uno de ellos se
observa el corte tomado
para realizar tincion de
Hetoxilina y Heosina,
para su  valoracion
histoldgica.

Figura 8. Se observan algunas laminillas con tinciones especiales
de los colgajos seleccionados (GRAM, PASS, azul de Toloudeno)
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Las valoraciones Histolégicas fueron realizadas por el mismo Patdlogo de
manera ciega (sin conocer a que grupo pertenecia cada muestra) en 3 tiempos
diferentes las mismas muestras en conjunto con el autor del proyecto, para evitar
asi sesgos de concordancia. Y se anotaron los datos de cada variable en la hoja

de vaciado de datos.

Para la valoracion estadistica se utilizo el programa SPSS version 20. Se les
dio un valor numérico a cada una de las variables (leve=1 Moderado=2 Severo=3),
y para el grupo de ectasia vascular (ausente=0, presente=1) para poder ser

valorados en el sistema.
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RESULTADOS

Clinicamente los colgajos fueron evaluados al dia 8 después del
levantamiento. Evaluando asi, el grado de necrosis de cada uno y de tejido viable.
Se realizo una medicion con una escala milimétrica con acetato trasparente el cual
fue cuadriculado a una escala de 4 x 4 mm. Con esto se obtuvieron mediciones
mas exactas para sacar el porcentaje % de la superficie del colgajo que mostraba
datos de viabilidad y la superficie del colgajo que mostraba datos de necrosis. De
esta manera y sacando por una regla de tres se obtuvieron los porcentajes de
necrosis de cado colgajo que pueden ser observados en las tablas de concentrado

de datos: Tabla 1(grupo 1), Tabla 2 (Grupo 2), Tabla 3 (grupo 3).

Siendo el grupo de solucion salina al 0.9% (Grupo 1) el que mas porcentaje
de necrosis sufrio y el grupo de toxina botulinica transquirdrgica el que menos
porcentaje de necrosis sufrio, como lo describen los analisis estadisticos realizados,
tomando las medias de cada grupo. Cuando se comparé el promedio de necrosis
entre los tres grupos se encontré que hubo una diferencia significativa entre el grupo
de solucion salina con 27.7% £5.2 contra el grupo de TBoA pre quirurgico 11.9 £ 2.5
con una p<0.05 y contra TBoA transquirurgica 7% £3.1 con una p<0.05.

(Ver Figura 9)
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GRUPO DE SOLUCION SALINA 0.9%

RESULTADOS
TABLAS DE RECOLECCION DE DATOS

: R R
VALOR PARA SPSS
0 0 |NORMAL VALOR PARA SPSS
+ 1 |LEVE + 1 SI HAY
++ 2 |MODERADO - 0 NO HAY
+++| 3 |SEVERO
IDENTIFICACION VASCULARIDAD [ECTASIA INFLAMACION FIBROSIS TEJ. GRANULACION | ATROFIA MUSCULAR | FLAP NECROSIS [TINCIONES ESPECIALES OBSERVACIONES
DE BLOQUES 0]H|m+ | v]ﬂ-lm ¢|0+IM+ olulm +[++|+++ %
CONTROL 0 (NORMAL) 0 0 0 0 0 0 MASSON Sin Inflamacion, vasos normales (no dilatados, sin cambios perivasculares) fibras musculares normales |
Class + ++ + + + 22 MASSON, GRAM | Inflamacion Aguda con infiltrado inflamatorio de PMN, datos de necrosis en partes distales al pediculo.
Clb SS + | + -+ + 32 GRAM inflamacion aguda, infiltrados inflamatorios, infeccion por Actinomices, granuloma
€2 55 + ++ + + + 24 MASSON, GRAM  |inflamacion aguda y cronica con formacion de granulomas
€3ss + |+ ++ + 32 Azul de Toloudeno |inflamacion aguda y cronica de predomnio transmural, con necrosis, infeccion por Actinomices
C45S + |+ ++ + 34 MASSON Infl ion Aguda y cronica, tejido ulcerado Necrosis en el extremo distal al pediculo
C5 5SS ++ ++ + ++ + 23 MASSON Inflamacion aguda, necrosis de la epidermis, e infeccion por actinomices.
C65S + | o+ ++ + 36 PAS Inflamacion aguda y cronica, Datos de necrosis epidermica, Infeccion por Candida
€758 + | o+ + + 24 MASSON
C85SS ++ ++ + ++ + 22 MASSON, GRAM
€95S + | o+ + + 30 GRAM
C10SS + | o+ ++ + 26 MASSON, PASS
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RESULTADOS
TABLAS DE RECOLECCION DE DATOS

GRUPO 2 TOXINA BOTULINICA TIPO A PREQUIRURGICA

IDENTIFICACION VASCULARIDAD |ECTASIA INFLAMACION FIBROSIS TEJ. GRANULACION | ATROFIA MUSCULAR | FLAP NECROSIS |TINCIONES ESPECIALES OBSERVACIONES
DE BLOQUES + [+ [#++]+ | w4 + [+ s+ + [+ [+ |+ | 4+ [ %
GRUPO TBA PRE-Qx
TPQ-1 ++ + -+ -+ -+ e+ 10 MASSON
TPQ-2 ++ + ++ ++ ++ 14 MASSON MAYOR ECTASIA QUE EL GRUPO CONTROL CON SOL SALINA
TPQ-3 =+ o+ -+ -+ -+ +++ 10 MASSON MAS VASOS CONGESTIVOS
TPQ-4 ++ + + i +++ ++ 12 MASSON MENOR FIBROSIS (SOLO FIBROSIS PERIVASCULAR) EN ALGUNOS CASOS)
TPQ-5 ++ + + + ++ +++ 10 MASSON MENOS FORMACION DE GRANULOMAS
TPQ-6 | o+ + + ++ +++ 14 MASSON MENOS INFECCION
TPQ-7 ++ + + ++ ++ 12 MASSON, GRAM |MENOS NECROSIS DISTAL AL PEDICULO VASCULAR
TPQ-8 | + + + ++ +++ 14 MASSON MAYOR ATROFIA MUSCULAR (SOBRE TODO EN LA CAPA MUSCULAR EN EL TCS)
TPQ9 -+ + -+ ++ Eng 13 MASSON
TPQ-10 ++ + + + + ++ 10 MASSON
L I T
VALOR PARA SPSS

0 0 |NORMAL VALOR PARA SPSS

- 1 |LEVE + 1 S| HAY

++ 2 |MODERADO - 0 NO HAY

+++| 3

SEVERO
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RESULTADOS
TABLAS DE RECOLECCION DE DATOS

GRUPO 2 TOXINA BOTULINICA TIPO A PREQUIRURGICA

IDENTIFICACION VASCULARIDAD |ECTASIA INFLAMACION FIBROSIS TEJ. GRANULACION | ATROFIA MUSCULAR | FLAP NECROSIS [TINCIONES ESPECIALES| OBSERVACIONES
DE BLOQUES 0!&!«40 | Q!H!m o!w!m 4!4—1—!4—» +!++!+++ %
GRUPO TBA TRANS QX
T1Q-1 ++ + + + ++ 12 MASSON
TT1Q-2 +++ + + + +++ 4 MASSON
TT1Q-3 | o+ + -+ ++ 8 MASSON
TT1Q-4 ++ - + ++ ++ 10 MASSON MAYOR ECTASIA QUE EL GRUPO CONTROL CON SOL SALINA (MAS QUE EN EL GRUPO DE TPQ)
TTQ-5 +++ |+ ++ + +++ 6 MASSON MAS VASOS CONGESTIVOS (MAS QUE EN EL GRUPO DE TPQ)
TTQ-6 | o+ + + +++ 10 MASSON MENOR FIBROSIS (SOLO FIBROSIS PERIVASCULAR EN ALGUNOS CASOS, LA CUAL ES MENOR QUEENELG
TT1Q-7 ++ - + ++ 8 MASSON, GRAM MENOS FORMACION DE GRANULOMAS
T1Q-8 | + + + ++ +++ 6 MASSON, GRAM MENOS INFECCION QUE EN EL GRUPO CONTROL DE SOL. SALINA
T7Q-8 + | o+ ++ + ++ 2 MASSON MENOS NECROSIS DISTAL AL PEDICULO VASCULAR (MENOR QUE EN EL GRUPO DE TPQ)
T1Q-9 ++ + ++ + ++ 4 MASSON MAYOR ATROFIA MUSCULAR (SOBRE TODO EN LA CAPA MUSCULAR EN EL TCS)
TTQ-10 | o+ ++ + ++ 2 MASSON
L - ——

VALOR PARA SPSS

0

it

1
2
3

NORMAL
LEVE
MODERADO
SEVERO

VALOR PARA SPSS

1

SI HAY

0

NO HAY
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Grupo 1

Sol.
Salina
0.9%

Grupo 2
TBoA
Pre-Qx
1 sem

Grupo 3
TBoA
Trans-
Qx

Figura 9. Se muestran los 3 grupos de estudio de arriba abajo: Grupo 1(solucién
salina0.9%, Grupo 2 (TBoA prequirurgica), Grupo 3(TBoA Transgx).

a) Muestra el colgajos de los 3 grupos en el dia 8 previo a la diseccion del mismo
para estudio histopatolégico, se observan las areas de sufrimiento del colgajo y
necrosis.

b) Medicion mediante la cuadricula milimetrica de lamina de acetato transparente
para calcular el area de necrosis y sacar los porcentajes.

c) Vistas del colgajo ya disecado por delante y por detras del mismo.
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RESULTADOS HISTOLOGICOS:

Muestras de pared abdominal de rata como Control Sano, se le
denomino Control 0. Ver figura 10y 11

Esta muestra se tomo como medida basal para poder realizar el analisis
comparativo entre los 3 grupos con colgajo TRAM : Grupo 1: Solucidn salina
0.9%, Grupo 2: TBoA pre quirurgica, grupo 3: TBoA transquirurgica.

; Figura 10 . Tincién de Hematoxilina y
- Eosina. Se aprecian todas las capas del
colgajo. De arriba abajo observamos:

a) dermis,

b) epidermis,

¢) glandulas y foliculos pilosebaceos,

d) vascularidad del tejido celular

Ssubcutaneo

e) capa muscular del TCS

f) Fascia

g) Musculo recto abdominal

Figura 11 . Tincion de Masson. A la derecha se observa una vision panoramica
de todas las capas del colgajo TRAM. A la derecha un acercamiento 60X de la
misma zona.

ER



Grupo 1: de Solucidn Salina 0.9%

Figura 12.  Bajo tincion  de
Hematoxilina y Eosina vision 40X. Se
observa El area del pediculo, con
abundante infiltrado inflamatorio de
_ tipo PMN. Con mala diferenciacion de
las estructuras y las capas del
colgajo, Los vasos sanguineos se
observan atrofiados, con poca
dilatacion.

Figura 13. A la Izquierda, Se observan datos de Inflamacién aguda y
cronica del tejido con abundantes células inflamatorias. En la superficie
datos de infeccidon por probable actinomices, observandose colonias de
estos organismos, por lo que se manada corte histologico a valoracion por
tincion de GRAM. A la derecha ampliacion a 60x para observar tejido
inflamatorio y fibrosis del mismo con aumento de la colagena y distorsion
de |a arnnitactiira
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Figura 14. Grupo 1: Se observa perdida de la capa mas superficial de la
dermis y epidermis con datos de necrosis y abundante tejido inflamatorio,
asi como perdida de la arquitectura.

Figura 15. Grupo1: Se observa bajo tincion de GRAM y de PASS infeccion. A)
Se observa datos de infeccion por probable Actinomices. B)Infeccion por
Candida c) Ifas de infeccién por probable candida.
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Grupo 2: Toxina Botulinica tipo A prequirurgica

Figura 16. Se aprecian
vasos dilatados con ectasia

vascular y mayor
proliferacion de los
mismos.

Tincion de Hematoxilina y

Figura 17. Se observan las diferentes capas del colgajo bajo
tincion de Masson, donde se evidencian mejor los vasos
sanguineos. A la derecha el mismo corte amplificado de tamafio

Figura 18. Pediculo vascular ectasico se observa la vena y la arteria
juntas dilatadas y con sangre en su interior. A la derecha Mismo corte
amplificado. Tincién de Masson.
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Grupo 3: Toxina Botulinica tipo A transquirurgica

Figura 19. A la izquierda Pediculo Vascular Ectasico y con pared engrosada, bajo
tincion de Hematoxilina y Eosina. A la Izquierda Vasos sanguineos dilatados y datos
de neoformacién vascular con tincion de Masson.

Figura 20. Se observan
datos de
neovascularizacion del
tejido, con vasos dilatados
bajo tincion de Masson.

Figura 21. Atrofia de las fibras musculares de la capa muscular en el tejido
celular subcutaneo. Se observan la fibras musculares pequefias y muy
separadas unas de otras. Tincion de Masson. A la derecha acercamiento del
mismo corte.
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Complicaciones

Las complicaciones mas comunes que presentaron los 3 grupos fue el

seroma y la dehiscencia parcial de las suturas.

La formacion de seromas se

presento en un total de 19 ratas (63.3%) de las 30 ratas evaluadas. EIl grupo 1

presento un total de 4 ratas con seroma. El grupo 2 un total de 7 ratas con seroma.

Y el grupo 3 un total de 8 ratas con seroma. Al analizar estos valores ninguno fue

estadisticamente significativo. (Ver Grafica 1)

38%

% Seroma

Hgrupo 1
K grupo 2
grupo 3

Grafica 1.
Porcentaje de
seroma en cada

grupo.

Los seromas fueron drenados con técnica aséptica, la mayoria de los mismos

no mostraban datos de infeccion, el liquido obtenido era un liquido serohematico no

purulento, excepto en 2 casos del grupo 1 (solucion salina 0.9%) el cual si mostro

datos de infeccion (liquido turbio y purulento). Ver Figura 22

Figura 22.Drenaje de seroma.
Se observa liquido seroso
claro, no purulento. En este
caso presentado en el Grupo 2
(TBoA PQ).
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Otra de las complicaciones presentadas fue la infeccién del colgajo, la cual
fue mas frecuente en el grupo 1 (solucion salina 0.9%), con un total de 9 ratas (Ver
Figura 15), comparadas con las ratas del grupo 2 que solo presentaron infeccion
en 2 ratas y el grupo 3 que solo presento infeccion 1 rata. El porcentaje de infeccion

fue mayor en el grupo de solucion salina que en los grupos tratados con TBoA. (Ver

Grafico 2)

% Infeccion

8%

Hgrupo 1
“grupo 2
grupo 3

Grafico 2. Porcentaje de
infeccion en cada grupo.

La Mayoria de las infecciones fueron por Actinomyces, y algunos sobre
infectaron con hongos del tipo de la candida sp. Ver Figura 23

Figura 23. Se
observan datos de
Infecciéon y necrosis
del colgajo en zona
IV. Rata del Grupo 1
(sol Salina)
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ANALISIS DE LAS DISTINTAS VARIABLES

El analisis estadistico se realizo con el paquete estadistico SPSS versiéon 20
(SPSS, INC., Chicago, ILL). Se incluyo la evaluacion descriptiva, estadistica
inferencial con la prueba T de Student para muestras independientes, Chi2 y prueba
exacta de Fisher para los valores menores de 5. Se considero una p<0.05 como
valor estadisticamente significativo para todas las pruebas. Los resultados se

presentan con la media + desviacion estandar.

El analisis descriptivo se realizo en cada una de las variables nominales y
ordinales, se describiran con frecuencias simples (n) y relativas (%) y para variables
cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia central (media o mediana) y de

dispersion (desviacion estandar y rangos).

Fueron valorados los 3 grupos de ratas: Grupo 1 solucion salina 0.9%, Grupo 2
TBoA pre quirurgica (1 semana antes de levantar el colgajo), y transquirurgica

(aplicada en el momento de la cirugia).

Se determine el area de viable del colgajo y el area de necrosis del mismo por

medio de una cuadricula milimétrica y se saco el porcentaje de necrosis y de tejido

viable por medio de una regla de tres.

Se realizo valoracion tanto macroscopica de los signos clinicos del colgajo y

microscopica por medio de valoracion histopatolégica (tincion de Hematoxilina y

RD



Eosina, tincién de Masson, tincion con azul de Toloudeno, PASS vy tincion de GRAM

(muestras que mostraran datos de infeccion).

Se compararon asi las muestras de los 3 grupos, comparando primero todas las
muestras del grupo 1 (solucién salina) con las del grupo 2 y 3 (tratadas con TBA), y
posteriormente se compararon los resultados entre los dos grupos tratados con TBA

(grupo 2 vs grupo 3).

Se tomaron en cuenta las siguientes variables para realizar el analisis:

- Macroscopicamente: se evaluo el porcentaje % necrosis y de tejido viable.

- Histopatologicamente: se evalud el nivel de vascularidad (cantidad de vasos
y dilatacion de los mismos), Ectasia vascular, datos de inflamacion, fibrosis,

tejido de granulacion y grado de atrofia muscular.

Al realizar una comparacion entre el grupo 1 de solucién salina contra el
grupo 2 de Toxina botulinica tipo A pre quirurgica se encontré: mayor vascularidad
en el grupo 2 de TBoA comparado con el de solucion salina con una p = 0.000011

estadisticamente significativa.

Al comparar la ectasia vascular entre estos mismos dos grupos el grupo de
TBoA mostro mayor ectasia vascular que el grupo con solucion salina con una
p<0.05. En cuanto a la fibrosis, inflamacién y tejido de granulacién hubo una

diferencia no estadisticamente significativa con una p= 0.6.
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Al realizar una comparacion estadistica por Chi2 entre el grupo 1 de solucién
salina y el grupo 3 de Toxina Botulinica tipo A transquirurgica. Se encontré que el
grupo de toxina botulinica tipo A transquirdrgico mostro mayor vascularidad en
comparacion con el de solucion salina con una p<0.05, asi mismo el grupo de

TBoA mostro mayor ectasia vascular con una p<0.05.

El tejido inflamatorio fue mayor en el grupo de solucion salina 0.9% que en el

grupo de TBoA con una p<0.001.

El tejido de granulacion fue mayor en el grupo de TBoA que en el de solucion

salina con una p<0.01.

La atrofia muscular también fue mayor en el grupo tratado con TBoA que en

el grupo de solucién salina con una p<0.05 estadisticamente significativa.

Al comparar los dos grupos (2 y 3) de Toxina botulinica tipo A pre quirurgica y
transquirurgica, se observo una pequefa diferencia entre vascularidad y ectasia
vascular mayor en el grupo de TBoOA transquirurgica, pero esta diferencia no fue
estadisticamente significativa con una p=0.7. Al comparar el grado de atrofia
muscular entre estos mismos 2 grupos, se observo una mayor atrofia en el grupo de
TBoA pre quirurgica comparativamente con el de TBoA transquirurgica pero sin ser

estadisticamente significativa esta diferencia con una p=0.8.
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Cuando se compar6 el promedio de necrosis entre los tres grupos se
encontré que hubo una diferencia significativa entre el grupo de solucién salina con
27.7% £5.2 contra el grupo de TBoA pre quirurgico 11.9 + 2.5 con una p<0.05 y
contra TBoA transquirurgica 7% %3.1 con una p<0.05. Encontrando menor

porcentaje de necrosis en el grupo 3 de TBOA transquirurgica.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Sol. salina TBoA pre Qx TBoA Trans Qx
0.9%
Media 27.7 11.9 7
DS 5.2 +25 +3.1
P* 0.05 0.041 0.032

Analisis de t pareada
* Se considera el valor de P como estadisticamente significativo cuando es menor
de 0.05
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DISCUSION

En la actualidad la Toxina Botulinica ha sido utilizada ya como tratamiento de
en una gama diversa de patologias, tanto por su efecto neuromuscular, como por su
efecto vasoactivo; sin embargo creemos que el gran espectro de atributos que tiene
esta toxina aun no ha sido completamente bien definido, por lo cual se siguen
llevando a cabo estudios que permitan definir cada uno de estas atribuciones y sus
potenciales efectos benéficos para tratar diferentes tipos de patologias o para
ayudar a mejorar la vascularidad de ciertos tejidos. Su accion vasodilatadora es
ahora el centro de atencién, lo que provocaria un cambio radical en sus indicaciones
actuales sobre todo en lo referente a la sobrevivencia de los tejidos utilizados en la

cirugia plastica y reconstructiva.

Este estudio experimental cobra especial importancia al evaluar la accién
protectora de la toxina botulinica tipo A ante la necrosis en los colgajos
miocutaneos, o colgajos compuestos por mas de un solo tipo de tejido. Afectando
no solo la circulacion a nivel del pediculo vascular de estos colgajos, sino a toda la

microvasculatura localizada a todo lo largo del colgajo.

Contamos con los antecedentes del efecto vasodilatador de la TBoA
demostrado por Van Beek (16) y Neumeister (11) en desdrdenes vasoespasticos,
asi como los reportados por Clemens (13) quién utiliza la TBoA para prevenir la
trombosis anastomotica disminuyendo el vasoespasmo. Aunque Arnold-Merrit (17)
no encuentra diferencias significativas vasculares en su estudio sobre la viabilidad
de colgajos en isla aplicando ToBA perivascular, W. Yoo (15) por medio de

flujometria doppler demuestra un mayor aporte sanguineo tanto en el segmento
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distal, como en el medio y en el proximal con la aplicaciéon de ToBA p< 0.05.

Nuestro estudio experimental valora el efecto benéfico de la toxina botulinica sobre
colgajos de tipo musculocutaneos pediculados, lo cual no se ha demostrado en
estudios previos, solo se han realizado estudios con colgajos cutaneos tipo random
tal y como lo desarrolla Young (14) . Con este estudios tratamos de avanzar
buscando mejorar la circulacién de un colgajo compuesto que no solo incluyera piel
sino que tuviera mas de un tejido como es el caso del colgajo TRAM, el cual esta
compuesto de piel, grasa, y musculo y que su aporte vascular no fuera de tipo
random como en ele caso de los colgajos cutaneos anteriormente mencionados;
sino que su circulacion fuera dependiente de un solo pediculo vascular que en este
caso es dada por la arteria epigastrica superior, y las perforantes de esta misma que

van a nutrir la piel y tejidos mas superficiales.

Otro punto importante a evaluar en nuestro estudio fue considerar en que
momento era mejor aplicar la toxina botulinica, considerando que el mayor efecto de
la toxina a nivel da la capa neuromusclar es a después de los 7 dias, decidimos
comparar la toxina con un grupo de toxina prequirurgica (7 dias antes de ser
levantado el colgajo) y otro grupo de toxina Transquirurgica (al momento de levantar
el colgajo); ambos grupos mostraron tener una mejor sobrevida de los colgajos,
menor necrosis y mayor dilatacion y ectasia vascular comparandolos con el grupo
control de solucion salina, sin embargo el grupo que mostro mas accion de la toxina
a nivel vascular y menor necrosis de los 3 fue el grupo con toxina botulinica
transquirurgica; lo que quiere decir que la toxina tiene un mayor efecto a nivel

vascular cuando es aplicada en el momento inmediato antes del trauma (cirugia), y
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no se requiere esperar los 7 dias para que ejerza su actividad neuromuscular, para

tener este beneficio a nivel vascular.

Encontramos diferencia significativa en el porcentaje de necrosis del colgajo
al utilizar TBoA vs solucion salina. En el grupo de solucion salina se presento una
necrosis de 27.7% 15.2 contra el grupo de TBoA pre quirurgico que fue de 11.9 %
2.5 con una p<0.05. Y contra TBoA transquirurgica que fue de 7% +3.1 con una

p<0.05. Corroborando por lo tanto el efecto de la TBoA como menciona Young (15).

Finalmente, al igual que otros autores como Arnold (11), hemos demostrado
que los resultados clinicos se correlacionan con los histolégicos evidenciando un
aumento en el calibre de los vasos y ectasia vascular en los cortes histolégicos. Al
realizar una comparacion estadistica entre el grupo tratado con solucién salina y el
grupo donde se utilizo TBoA se encontr6 una diferencia estadisticamente
significativa con una p<0.05 tanto para aumento de la vascularidad como para
ectasia o dilatacion vascular. Los 2 grupos tratados con TBoA (grupo 2 y 3) fueron
estadisticamente mas vascularizados que el grupo control, sin embargo al
comparar estos mismos dos grupos entre ellos, el grupo que mostro mas
vascularidad y ectasia vascular fue el grupo con TBoA transquirurgica (grupo 3) con
una p=0.8, la cual no tiene significancia estadistica, por lo que convendria realizar
un estudio con grupos mas grandes solo evaluando estas dos variables en estos
dos grupos para corroborar si de verdad existe una diferencia significativa que
asegure que es mejor aplicar la TBoA de forma transquirurgica en lugar de

prequirurgica.
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En cuanto a las complicaciones que se observaron en el estudio, que fueron
la infeccion y los seromas. Encontramos que la mayoria de las ratas que
presentaron infeccidn se encontraban en el grupo tratado con solucion salina y esto
podria ser explicado por que estas ratas presentaban mayor porcentaje de necrosis
del colgajo, lo que les propiciaba en ocasiones dehiscencia del lado necrosado del
colgajo y por lo tanto facilitaba la entrada de microorganismos patégenos al interior
del colgajo. La mayoria de las infecciones fueron causadas por cepas de

Actinomyces sp y hubo algunos casos de sobreinfeccion por hongos (candida sp).

En relacion a la formacidén de seromas, estos se presentaron mayormente al
finalizar la semana posquirurgica en los grupos tratados con toxina botulinica, esto
se puede explicar ya que estas ratas no presentaban la misma incidencia de
necrosis y dehiscencia que las ratas del grupo 1 tratadas con solucién salina; y al no
haber un sitio de drenaje por donde pudiera salir el liquido inflamatorio, este se
acumula en el espacio separado por la placa de silicon colocada en el lecho del
colgajo entre el tejido celular subcutaneo y la aponeurosis, el liquido de la mayoria
de los seromas drenados mantuvo caracteristicas serohematicas o serosas sin
datos de infeccion cuando se trataba de seromas en los grupos de TBoA en cambio
los seromas en el grupo de soluciéon salina al momento de drenarlos tenian

caracteristicas de liquido turbio o purulento.

En la literatura esta bien descrito que los seromas se forman por la
acumulacion de liquido inflamatorio de un espacio disecado, al cual no se le
proporciona drenaje y compresion sobre su propio lecho, lo cual explica la formacién

de los mismos en este estudio experimental, ya que no era posible dejar drenajes a
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succion continua ni con presién negativa y mucho menos un vendaje compresivo,

por tratarse de animales de laboratorio.

Sin embargo consideramos que este estudio nos permito establecer una
nueva pauta en el uso terapéutico de la toxina botulinica, desarrollamos este
estudio experimental partiendo de las bases de otros estudios previamente
realizados donde se describen efectos de la toxina como un modulador vascular.
Mas sin embargo ninguno de estos estudios sefialaban si estos efectos benéficos
sobre la vasculatura podrian mejorar la sobrevida de un colgajo compuesto como es
el caso de este estudio donde utilizamos el colgajo TRAM como un ejemplo de lo
que podia ser cualquier colgajo musculocutaneo compuesto por varios tejidos y
vascularizado por un solo pediculo vascular, el cual nutre desde el musculo hasta
las capas mas superficiales de la piel. Es asi como demostramos que la toxina no
solo tienen un efecto local en el pediculo vascular formando ectasia y dilatacion del
mismo; sino que también, promueve el crecimiento y proliferacién vascular a nivel

de la mucrovasculatura del colgajo en las capas mas superficiales del colgajo.

Partiendo de estos resultados y habiendo ya demostrado su funcidn
vasoactiva en este tipo de colgajos, nos gustaria continuar comparando la Toxina
botulinica con otro tipo de mecanismos ya descritos para mejorar la vasculatura de
un colgajo, como seria por ejemplo, el fenomeno de retardo quirdrgico. Ya que de
ser similar el efecto al retardo quirurgico, tendriamos entonces una manera de
realizar esta mejoria de vascularizacion en los colgajos, por una via menos invasiva,

con menos riesgos quirurgicos, mas econdémica, y mas rapida para el paciente.
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CONCLUSIONES

El asegurar el aporte sanguineo a un colgajo antes de disecarlo disminuye
los riesgos de infeccidn, necrosis y perdida del colgajo, los cuales aumentan el
tiempo de estancia intrahospitalario y por ende los costos del mismo. EI Fenbmeno
de retardo nos permite lograr mejorar este aporte sanguineo en el colgajo lo cual
favorece la sobrevida del mismo y disminuye el riesgo de necrosis. Con este estudio
logramos demostrar en este modelo experimental que la Toxina Botulinica Tipo A
nos permite realizar un efecto de retardo no quirdrgico sobre un colgajo
musculocutaneo pediculado como es el TRAM; inhibiendo la vasoconstriccion inicial
posterior al trauma en la diseccién del colgajo y posteriormente manteniendo una

vasodilatacion sostenida por denervacion simpatica de los vasos sanguineos.

Se demostr6 que en los grupos donde se utilizo tanto prequirdargica como
transquirurgicamente la Toxina Botulinica tipo A hubo menos porcentaje de necrosis
del colgajo a nivel macroscopico; y mayor dilatacion y ectasia de los vasos a nivel
microscopico, comparados con el grupo de ratas donde solo se utilizo solucion
salina. Es importante sefalar que el grupo con menos necrosis y mayor ectasia

vascular fue el grupo donde se utilizo TBoA Transquirurgicamente.

De acuerdo a estos resultados recomendamos el uso de Toxina Botulinica
tipo A de manera transquirurgica para ser utilizado en pacientes a las que se les
realizara reconstruccion con colgajos musculo cutaneos de tipo TRAM pediculado y

otro tipo de colgajos miocutaneos.
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Tampoco se evidenciaron complicaciones que se relacionaran al uso de la
TBoOA por lo que se recomienda su uso de manera segura en pacientes, pudiendo
avanzar la fase de este estudio a una fase clinica, ya que la toxina ha sido
ampliamente estudiada y empleada ya en diferentes tipos de enfermedades en la

clinica.
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XIll. ANEXOS

Hojas de recoleccion de datos
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