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DEFINICION DEL PROBLEMA

Tanto la dehiscencia de heridas por cualquier indole (quirurgicas o traumaticas), como la
cicatrizacion anormal (cicatrices hipertréficas o queloides) representan un problema de

salud importante, con repercusiones tanto econdémicas como psico-sociales.

En los ultimos afios se ha investigado sobre los posibles efectos de el uso de toxina
botulinica tipo A en heridas, describiendo mejorias estéticas en heridas faciales, asi como
regulacion del proceso de cicatrizacion al modificar factores de crecimiento vy
neuropeptidos que favorecen la proliferacion celular y angiogenesis, posiblemente
previniendo la formacion de cicatrices hipertroficas. El efecto de la toxina botulinica tipo

A en la fuerza tensil de separacion de heridas en agudo no ha sido estudiado.



MARCO TEORICO

INTRODUCCION

A pesar de que la mayoria de las heridas pueden cicatrizar sin complicaciones, las
infecciones, dehiscencia y retraso en la cicatrizacion continua representando un
problema de salud, que genera una morbi-mortalidad importante, asi como un impacto
econdémico significativo.

La cicatrizacién empieza justo en el momento en el que se produce la lesién inicial y una
vez sanado siempre resultara en una cicatriz, por lo que es de suma importancia tanto
para el paciente como el médico conocer la calidad y el aspecto final de esta.

Una herida puede ser cerrada utilizando distintos métodos, que pueden ser desde
suturas quirurgicas, grapas quirurgicas o algun tipo de adhesivo -cutaneo,
independientemente del método utilizado, es indispensable la aproximacion de los
bordes de cutaneos libres de tension, para asegurar una cicatrizacién primaria con

minima cicatrizacion.

La cicatrizacion representa un complejo proceso a través del cual se inicia una serie de
eventos destinados a recuperar la funcién de cada tejido. Se considera a la piel como el
organo mas grande del cuerpo (aproximadamente el 16% del peso corporal total) con
diversas funciones como proteccion (rayos UV, agentes quimicos, térmicos, barrera

contra microorganismos) termorregulacion, control de humedad, metabdlica, etc. La



habilidad para reparar y regenerar, resulta clave para el mantenimiento de estas

funciones. &4

En cuanto al proceso de cicatrizacién, tradicionalmente se divide en tres fases no

excluyentes entre si:

FASES DE CICATRIZACION

Hemostasia / Inflamacion

La respuesta inmediata a una lesion, es vasoconstriccion, ocasionado por la
liberacion de tromboxano y prostaglandinas. El evento inicial sera la formacion de un
tapdn plaquetario que activara la cascada de coagulacion y promovera la amplificacion
de senales y el reclutamiento celular para la desbridacion de tejido no viable. Las
plaquetas formaran el tapdn en respuesta a la exposicion de colageno, el cual liberara
adenosindifosfato (ADP), promoviendo una agregacion plaquetaria continua, que se
acompana de liberacidn de factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF por sus
siglas en inglés) y factor de crecimiento transformador beta (TGF-b), entre otras
citocinas, las cuales ejercen un efecto quimiotactico para neutrofilos en sangre,

quedando estos atrapados en el tapdn plaquetario. ©

Estos neutréfilos representan la primer célula en la herida e inicialmente fagocitaran

tejido no viable y particulas bacterianas, asi como generaran un ambiente hostil para



bacterias utilizando especies reactivas de oxigeno. Ademas proveen una citocina pro-
inflamatoria clave, la interleucina 1 (IL-1), la cual tiene un efecto dual, como citocina pro-
inflamatoria y como estimulo para la proliferacion de queratinocitos. El ambiente local en
el sitio de la herida también cambia, inicialmente hay una vasoconstriccion severa
secundaria a la liberacion de catecolaminas, sin embargo posteriormente existe
vasodilatacion en respuesta a la liberacion de histamina a través de células mastoides

circulantes. %7 (

figura 1)

Conforme progresa la fase inflamatoria, los macréfagos se convierten en la célula
dominante dentro de las primeras 24-72 horas. Es ampliamente aceptado que los
macréfagos juegan un rol primordial en el proceso de cicatrizacion y su respuesta es
clave para establecer la hemostasia dentro de la herida y regular la fase inflamatoria para

evitar una inflamacién patolégica. @9 (figura 2)

Proliferativa

La fase proliferativa ocurre entre los dias 4 a 21. Es una fase representativa de
angiogénesis, formacion de matriz extracelular y epitelizacion. A pesar de que existe un
traslape considerable entre las distintas fases, la habilidad para realizar esta transicion
puede determinar si una herida cicatriza apropiadamente o no. 9

La formacion de matriz extracelular inicia con la degranulacién plaquetaria. Debido a que

el PDGF es un activador de proteoglucanos y formacion de colageno, los fibroblastos

locales responden al estimulo de PDGF mediante la produccion de colagena, asi como



la transformacion a miofibroblastos para promover la contraccidén de la herida, ademas,
estos fibroblastos secretan factor de crecimiento derivado de queratinocitos (KGF), los
cuales estimulan la epitelizacion a partir de los queratinocitos. Existe también produccion
de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) a partir de células endoteliales y
factor de crecimiento de fibroblastos basico ( bFGF) para promover el crecimiento de
vasos sanguineos.

Una caracteristica importante de una cicatrizacidon normal, es la habilidad para detener
la produccion de colagena, con un maximo deposito de este aproximadamente a los 21

dias."%")

Maduraciéon / Remodelacion

Clinicamente, la fase de maduracion y remodelacién es quiza la mas importante. Durante
esta fase existe un proceso de deposito de colageno de manera organizada, asi como
degradacion del mismo a partir de colagenasas y metaloproteinasas de la matriz
extracelular, ademas comienza la contraccion de la herida. La fibronectina comienza a
desaparecer gradualmente y el acido hialurénico y glucosaminoglicanos son
reemplazados por proteoglicanos. Esta fase ocurre aproximadamente desde 3 semanas
hasta 1 afo posterior a una herida. Los fibroblastos representan la célula principal en la
remodelacion. El proceso principal, es el de conversion de colageno tipo Il a tipo I, en
donde se llega a un equilibrio entre estos aproximadamente a los 30 dias posteriores, si
existe un exceso en la sintesis de colageno, puede resultar en una cicatriz hipertréfica o

queloide. Existe ademas reabsorcion de agua de la cicatriz, estos eventos permiten que
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las fibras de colageno se encuentran mas préximas entre si, facilitando enlaces cruzados

y disminuyendo el grosor de la cicatriz, asi como confiriéndole mayor fuerza a esta.

La fuerza tensil de una cicatriz es una medida de su capacidad de carga por unidad de
area. La fuerza de ruptura de una cicatriz es la fuerza necesaria para romper esta sin
importar su dimension, esta se alcanza aproximadamente entre los 42-60 dias
posteriores.

En general, se ha visto que las heridas alcanzan un 15-20% de su fuerza normal a las
dos semanas, 40% al mes, 50% a los 2 meses, 65% a los 4 meses y entre 60-90% al

afio. (10-12)

PROCESO DE CICATRIZACION Y COMPLICACIONES CON LA CICATRIZACION

De manera general, las heridas pueden cicatrizar sin complicaciones y progresar a través
de una de 3 vias “, las cuales se van a determinar dependiendo de las caracteristicas
propias de cada herida y resulta fundamental seleccionar el método adecuado para

cicatrizacion de cada herida minimizando complicaciones.

1.- Cicatrizacion Primaria

Las heridas quirurgicas representan un ejemplo claro de un cierre o cicatrizacion
primaria, en donde los bordes de las heridas se aproximan, con una epitelizacion
subsecuente, reconstituyendo su funcion de barrera a las 48-72 horas. El elemento

principal para el éxito de una cicatrizacion primaria es el afrontar la herida limitando la
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tension en el sitio de la incision, lo cual puede obtenerse de diferentes maneras como el
realizar un socavamiento de los bordes, mediante suturas de tension progresiva o

reacomodacion del tejido local.
2.- Cicatrizacion Secundaria

Al proceso para restaurar la barrera epitelial mediante la contraccion y epitelizacion se le
conoce como cicatrizacion secundaria. El ejemplo mas claro, es cuando una herida se
deja abierta, generalmente por mucha tension o contaminacion. En este tipo de heridas
abiertas, resulta fundamental el mantener la herida limpia para lograr una migracion de

queratinocitos adecuada, usualmente con el uso de hidrogeles o apositos oclusivos.
3.- Cicatrizacion Terciaria o Retardada

El principio de este tipo de cicatrizacién es el convertir un ambiente hostil, es decir de
una herida contaminada o pobremente delimitada, a una favorable, que permita el cierre
quirurgico posteriormente. Usualmente se utilizan adyuvantes como desbridaciones
seriadas, cambios de apositos y terapia de presién negativa con el fin de limpiar la herida
y disminuir la tension entre ambos extremos de la misma o generar un puente que

permita la integracion de tejido autélogo. "

CICATRIZACION ANORMAL
Para desarrollar estrategias terapéuticas y preventivas para los distintos tipos de
cicatrices resulta indispensable entender la patologia detras de estas. Los tipos comunes

de cicatrizacion anormal, incluyen cicatrices hipertroficas y cicatrices queloides.
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Clinicamente la distincidn entre una cicatriz queloide e hipertréfica es dificil, ambas se
presentan como una cicatriz firme, elevada, pruriginosa y dolorosa, que pueden generar
un impacto negativo tanto fisiologico (al limitar el rango de movimiento de una
articulacion) como psicolégico (especialmente en areas visibles como la cara) en la
calidad de vida de los pacientes. La caracteristica clinica que las diferencia, es que las
cicatrices hipertroficas, se mantienen confinadas dentro de los bordes originales de la
herida y suelen presentarse en sitios de mayor tension, generalmente a causa de
laceraciones importantes y severas, mientras que las cicatrices queloides se pueden
presentar ante el minimo trauma, sobrepasan los bordes de las heridas y comunmente
se desarrollan afos después de la herida inicial, rara vez remiten y existe una
predisposicidn mayor en pacientes con una pigmentacién mas obscura de piel ( 15 veces
mas comun que en personas de piel blanca), ademas suelen tener un componente

genético. (131°)

Existen ademas sitios de mayor predileccion para ambas cicatrices, en general, aquellos
expuestos a una mayor fuerza mecanica o tension, como el esternén, hombros y rodilla,
pero también se han descrito en sitios como la region auricular, el pene, genitales
femeninos, cornea y region plantar. La presencia de algun trauma sigue siendo el
antecedente mas comun para el desarrollo de una cicatriz anormal (laceraciones,

quemaduras, vacunacion, picadura de insectos, etc). "
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FALLA EN LA CICATRIZACION

Es importante definir cuando se considera una herida aguda, una herida aguda en fase

de cicatrizacion, asi como, cuando se considera falla en cicatrizacion.

Una herida aguda se define como una perdida traumatica de la estructura normal y la
funcién de tejido sano posterior a un insulto.

Una herida aguda en fase de cicatrizacion se refiere al proceso altamente regulado de
cambios celulares, humorales y moleculares al momento de una herida aguda, que
resulta en un proceso de reparacion tisular predecible y ordenado, dependiente de
tiempo.

Una falla la cicatrizacion ocurre cuando hay alguna anormalidad en la duracion de los
componentes secuenciales de la reparacion tisular, lo cual puede estar dado por
diferentes factores, como una alteracion en la hemostasia secundario a disfuncion

plaquetaria o una respuesta inflamatoria retardada o deficiente.

El tiempo requerido para la recuperacion de la fuerza tensil de una herida, determina el

riesgo de falla en la cicatrizacion. '®

FACTORES DE RIESGO

En general la fuerza tensil de una herida durante la fase inflamatoria de la cicatrizacion

es cero, por lo que cualquier situacidon que genere una respuesta pro-inflamatoria

14



prolongada o excesiva, como una infeccién de herida / sitio quirurgico o la presencia de

cuerpo extrafio, predispone a una falla de la herida. (¥

Existen factores de riesgo que promueven el desarrollo de cicatrices patoldgicas y que
pueden ser controlados por el médico, como es el limitar la fuerza mecanica (tension en
la herida), la técnica quirurgica, el control de la infeccidn y reacciones de cuerpo extrafo.
Sin embargo hay también factores de riesgo reconocidos para dehiscencia de heridas
quirurgicas, como es el uso de esteroides, tabaquismo, indice de masa corporal elevado,

diabetes mellitus, pacientes parapléjicos, etc. ?*2"

Los avances cientificos de nuestra época, han llevado a la creacidén de nuevas terapias,
productos o nuevas modalidades de manejo de las heridas, asi como al descubrimiento

de nuevos mediadores de inflamacioén e interacciones celulares.

La toxina botulinica es la exotoxina de Clostridium botulinum, una bacteria gram +
formadora de esporas, sus efectos se llevan acabo mediante una quimiodenervacion a
nivel de la neurona presinaptica en la unidon neuromuscular, generando un bloqueo
irreversible de la liberacion de acetilcolina, lo que resulta en una denervacion de musculo
estriado de 2-6 meses posteriores a su aplicacion, con la consiguiente atrofia de fibras
musculares y paralisis flacida clinica subsecuente.”>?® Clinicamente se usa dentro del
campo de cirugia plastica, urologia, rehabilitacion, oftalmologia, ortopedia y neurologia,

para el manejo de blefaroespasmo, torticolis espastica, distonia extrema, disfonia,

15



espasmo hemifacial, paralisis cerebral, displegia espastica, temblor esencial, cefalea,

espasmo pélvico-rectal, nistagmo, hiperhidrosis y en estética facial. ?®

Se han descrito 8 toxinas botulinicas antigénicas ( TB A-B-C-D-E-F y G) producidas por
distintas cepas de Clostridium botulinum. El sistema nervioso humano, es suceptible a 5
de ellas ( A-G). Las unicas disponibles como farmacos son la Ay la B, sin embargo, la A
es la unica utilizada medicamente, mientras que la B se ha propuesto solamente en

algunos estudios clinicos. 224

Recientemente se publicé que la toxina botulinica tipo A (TB-A) aumenta la sintesis de
factor de crecimiento de vasos sanguineos (VEGF), substancia P y gen regulador de la
liberacion de calcitonina (GRLC), los cuales crean un estimulo para generar
angiogénesis.””® Se ha descrito ademas que la substancia P induce un estado agudo
inflamatorio necesario para favorecer la cicatrizacion al promover la progresion de la fase
proliferativa de cicatrizacion y modular la activacion de macrofagos hacia un fenotipo M2

que promueve la cicatrizacion. %®

Se ha propuesto su uso para la prevencion y mejoria de cicatrices, al generar una
regulacion de la proliferacion celular y de factores de crecimiento expresados en
fibroblastos (factor de crecimiento de tejido conectivo, factor de crecimiento
transformador 31) involucrados en la diferenciacion, adhesion y apoptosis de este tipo

g, (27,28

celular, estos tomados de una cicatriz hipertréfic ) Sin embargo, no se ha estudiado

el efecto de la TB-A en la fuerza de tensién de las heridas.

16



En el presente estudio se pretende describir el efecto generado por la toxina botulinica
tipo A sobre la tension y fuerza de ruptura de heridas cutaneas, esto en un modelo

murino.

17



JUSTIFICACION

Anualmente se realizan aproximadamente 50 millones de cirugias en los Estados Unidos,
esto, sin incluir un estimado de 50 millones de heridas traumaticas, lo que genera un
costo aproximado de 250 millones de dias/paciente en perdida de productividad y
billones de ddlares en perdida de ganancias suplementarias. Las complicaciones en el

proceso de cicatrizacion agrega perdidas a estos nimeros. '®

A pesar de que el tejido cicatrizal genera una restauracién de la barrera epitelial, es
estructural y funcionalmente distinto a la piel normal. En algunos casos, una cicatrizacion
disfuncional resulta en una herida abierta de manera cronica o en una proliferacion
celular desorganizada y excesiva, es decir en una cicatriz hipertrofica (o queloide). La
mayoria de los pacientes con algun tipo de cicatrizacion anormal, presentan
complicaciones como deformidades, restriccion al rango de movimiento, dolor o prurito.
Se han descrito multiples tratamientos tanto para cicatrizacion hipertréfica como
queloide, como la reseccidn quirurgica, infiltracidn con esteroide, radiacion, presoterapia
o alguna combinacién de estas ?®3% sin embargo, estos métodos muchas veces no

proveen resultados terapéuticos adecuados.

Tanto la dehiscencia de heridas como la cicatrizacion anormal, generan una alteracion
funcional importante, asi como también incrementan la morbilidad psico-social y el costo
asociado al manejo de la salud, tanto para el manejo de heridas complejas como en
heridas por procedimientos estéticos, por lo que resulta imprescindible el generar
estrategias de prevencion que nos permitan favorecer el tiempo/ tension de las heridas

quirurgicas o traumaticas, como para algun tipo de cicatrizacion anormal.

18



Se ha descrito en literatura reciente, que la toxina botulinica tipo A genera una regulacion
de la proliferacién celular y de factores de crecimiento expresados en fibroblastos (factor
de crecimiento de tejido conectivo, factor de crecimiento transformador 1) involucrados
en la diferenciacion, adhesion y apoptosis de este tipo celular, estos tomados de una
cicatriz hipertréfica, ademas de favorecer al proceso de cicatrizacion mediante la sintesis
de VEGF, sustancia P y gen regulador de calcitonina, lo que generaria una mayor

angiogénesis. (°26:28)

En el presente estudio se pretende estudiar el efecto de el uso de toxina botulinica tipo
A en heridas agudas en un modelo murino, sobre la fuerza tensil de la herida. En caso
de favorecer un incremento en la fuerza tensil, podria ayudar a generar un método
preventivo en pacientes con heridas en sitios propensos a cicatrizacion anormal, asi
como con factores de riesgo importantes para falla en el proceso de cicatrizacién, como
pacientes malnutridos, tabaquismo, heridas complejas o con antecedente de

radioterapia, etc.
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HIPOTESIS

Hipotesis Nula (Ho)

La Toxina Botulinica tipo A en heridas agudas no modifica la fuerza tensil del tejido al

momento de la cicatrizacion.

Hipotesis Alterna (H+)

La Toxina Botulinica tipo A en heridas agudas aumenta la fuerza tensil del tejido al

momento de la cicatrizacion.

20



OBJETIVOS

Objetivo principal

Evaluar en un modelo animal el efecto sobre la fuerza tensil de la aplicacion en agudo

de Toxina botulinica tipo A en heridas cutaneas.

Objetivos secundarios

1.- Valorar las caracteristicas macroscoépicas de la cicatriz usando toxina botulinica tipo
A (longitud, anchura, elevacion).

2.- Describir las complicaciones como dehiscencia o infeccion en dichas heridas usando
toxina botulinica tipo A y en el grupo control.

3.- Valorar histologicamente el proceso de cicatrizacion en cuanto a fibroblastos,

remodelacion de fibras de colageno y angiogénesis.

21



TIPO DE ESTUDIO

Estudio experimental animal.

Definicion del Universo

Se utilizaron ratas del Departamento de Cirugia Experimental del Centro Médico ABC

Muestra:

20 Ratas Wistar, aleatorizadas en 2 grupos de 10 (random.org).

Criterios:

Inclusion: Ratas, clinicamente sanas, no utilizadas en algun otro proyecto de

investigacion, sin antecedente de lesiones o heridas en el dorso.

Exclusion: Animales clinicamente enfermos, con antecedentes de lesiones o incluidas en

otro proyecto de investigacion.

Eliminacion: Animales fallecidos durante el evento quirurgico o el seguimiento.

Definicion De Variables

Fuerza Tensil: Fuerza maxima de resistencia previo a la dehiscencia o ruptura de la piel.

Se expresa en Newtons (N)

Longitud de herida: longitud de herida expresada en milimetros (mm).
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Grosor: Anchura de herida expresada en milimetros (mm).

Infeccidn: Presencia de datos que indiquen infeccion de herida franca como aumento de

temperatura local, eritema y presencia de pus. Se expresara en Si o No.

Dehiscencia de herida: separacién de la herida durante el seguimiento. Se expresara en

Si o No.

Seleccion De La Muestra:

Se seleccionaron 20 Ratas cepa Wistar para experimentacion del Departamento de
Bioterio y Cirugia Experimental del Centro Médico ABC, con los criterios ya antes
mencionados, las cuales se colocaron en jaulas individuales a temperatura ambiente,
con adecuada alimentacion. Todos los animales fueron tratados de acuerdo a las normas
para el uso de los animales de laboratorio de México y los protocolos de manejo del
Servicio de Bioterio y Cirugia Experimental del Hospital Central Sur de Alta Especialidad
de Petroleos Mexicanos y la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals de los

Estados Unidos de América.

Este protocolo fue aprobado para su realizacion por el comité para el cuidado y uso de
animales de laboratorio CICUAE del Hospital Central Sur de Alta Especialidad, para

preservar el cuidado ético de los animales conforme a las normas mencionadas.

Grupos De Estudio:

Se formaron 2 grupos de 10 Ratas Wistar, con los criterios ya mencionados,

seleccionadas aleatoriamente. Los sujetos de estudio son ratas Wistar proporcionados
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por el Departamento de Cirugia Experimental; clinicamente sanos con pesos de 250-

3509, de aproximadamente 6 meses de edad.

Se realizaron heridas de espesor total, las cuales fueron suturadas de forma inmediata

por medio de suturas no absorbible de monofilamento 4-0.

DISENO DE ESTUDIO

Es un estudio experimental, controlado, aleatorizado y comparativo en un modelo animal.

Se aleatorizé mediante la aplicacién en linea random.org
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MATERIAL Y METODOS

Procedimiento Quirurgico

Las ratas se anestesiaron previamente a la cirugia. Para ello, se les administré de forma
intramuscular una combinacion de 20 mg/kg de ketamina al 10% y 2 mg/kg xilacina al
2%. Como anestésico local se aplicd 0.5 ml de lidocaina subcutanea en la zona donde
se realizd la herida. Una vez anestesiadas, se rasurd un area de 3x3 cm en el dorso y se

desinfectd la piel con betadina al 10%.

Se realizé una incision lineal con bisturi 15, de 2 cm, de espesor total (piel y tejido celular
subcutaneo). Al grupo control, se le administré solucion fisiologica de manera
subcutanea, mientras que al grupo experimental, se le administré toxina botulinica tipo A

en la periferia de la herida (cuatro cuadrantes) a una dosis de 5 U/ kg.

Se realizo cierre primario con 3 puntos simples de material no absorbible monofilamento
4-0. Posteriormente se colocaron en camas precalentadas a 37°C hasta su recuperacion
y pasaron a sus jaulas con agua con analgésico y dieta normal a libre demanda hasta el

dia de su biopsia.

Se muestra el esquema en las siguientes figuras (Fig. 1y 2):
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/C' (}/7

\\V v Figura 1. Cuadro esquematico
‘ / \‘ Herida

herida en dorso con aplicacion de

Toxina Botulinica tipo A

TB-A y muestra de tejido sano.

Tejido sano
L\ f
Q ' ’:ﬂ
Jo . .
X\V v | Figura. 2. Cuadro esquematico
\ / Herida

herida en dorso con aplicacion de

Solucion salina 0.9%

Solucion salina 0.9% y muestra

Tejido sano

de tejido sano.

Postoperatorio:

Analgésico Intraperitoneal (Ketorolaco) inmediatamente al término del procedimiento

Analgésico Oral (Tramadol, Metamizol) por 3 dias posteriores al procedimiento en agua

de bebida.

Se realizaron 2 aseos con antiséptico (hipoclorito de sodio al 55 PPM) durante los
primeros 5 dias posteriores al evento quirurgico

El material de sutura se retiro a los 5 dias.
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Toma De Muestras

Se obtuvieron biopsias de espesor total de tejido sano y de las cicatrices con un margen
de 3 cm a cada lado, a los 7 dias e inmediatamente después se eutanizaron mediante
una sobredosis de anestésico. Posteriormente se midié la fuerza tensil necesaria para la
ruptura del tejido sano utilizando un dinamometro con escala de 1 a 44 Lb marca Davis-
Geck® (Figura 3 y 4). En el caso del tejido cicatrizal, se registro las fuerza alcanzada
hasta que se abri6 la linea de sutura, o bien, hasta que se rompié el tejido en algun otro
punto. En los casos en los que no existid solucion completa de continuidad, se busco el

desgarro del tejido a nivel de los puntos de sutura.

Figura 3.— Dinamémetro Figura 4.— Mecanismo de sujecion y
medicion de fuerza tensil

Previo a la toma de biopsias y y de manera postoperatoria, para la valoracion de las
caracteristicas macroscopicas, se realizé una medicion de la longitud y grosor de la

herida con un calibrador vernier, asi como si existi® o no elevacidén de la cicatriz. Se
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tomaron fotografias de las mismas.

Procesamiento de Datos

Los datos seran capturados en una hoja de datos (Microsoft Excel). Se compararan

estadisticamente los grupos mediante una prueba de T de student. El procesamiento

estadistico se hara mediante SPSS 24 (IBM).

Se agregara ademas un reporte descriptivo de los hallazgos del estudio patolégico.

RECURSOS Y LOGISTICA

* Recursos Humanos

= Residentes CPR

* Recursos Materiales

= 12 ratas tipo Wistar

= 10 suturas de Polipropileno 4-0.

= Toxina Botulinica tipo A (Botox ®)

« Recursos Financieros

= El estudio fue financiado por el investigador
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= Toxina Botulinica tipo A (Botox ®) - $3,800.00 (aprox.)

« Convenios

= Departamento de Cirugia Experimental del Centro Médico ABC

e Apoyo

= Analisis histopatolégico por Dra. Adriana Rodriguez Gémez (Hospital

Angeles Pedregal)

= Suturas de Polipropileno 4-0 donadas por medico externo al servicio.

CONSIDERACIONES ETICAS Y/O CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO

INFORMACION

En el presente protocolo se evalud el proceso de cicatrizacion de heridas agudas, es por
ello que es necesario realizar experimentos in vivo. Las normas bioéticas del uso de
animales en experimentacion sugieren el uso de animales que se encuentren en la parte
baja de la escala filogenética, principalmente con roedores. Los articulos que comparan
proceso de cicatrizacion y cierre de heridas cronicas utilizan ratas como modelo animal.
Para poder comparar nuestros resultados con la informacion previamente reportada es

necesario contar con el mismo modelo animal.

Los animales se obtuvieron del Departamento de Cirugia Experimental del Centro

Médico ABC. donde solo se utilizaron los animales que fueron aprobados por el médico
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Veterinario del mismo. En el protocolo se consideraron las 3 R de la bioética: Remplazo,
Reduccion y Refinamiento. EI numero de animales a utilizados son los minimos
necesarios para lograr datos estadisticamente significativos. Las intervenciones
quirurgicas se fueron realizadas bajo condiciones asépticas, los animales contaron con
cuidados pre y postoperatorios. En los cuidados preoperatorios los animales recibieron
anestesia. Una vez terminado en proceso quirurgico, los animales se mantuvieron en el
area de recuperacion, donde se encontraran aislados del resto de los animales. A los
animales se les preparo una caja con una cama de papel y cerca de una fuente de calor.
El alimento y el agua se introdujo de manera accesible para el animal. Para evitar dolor

se administraron analgésicos de forma postquirurgica.
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RESULTADOS

Se realizo el protocolo quirurgico (Figs. 5y 6). Alos 7 dias postoperatorios, se prepararon
las biopsias de piel para continuar la medicion de fuerza tensil y posteriormente se
incluyeron y se tifleron con hematoxilina y eosina y tricrobmico de Masson. La
visualizacion de las muestras se realizé por medio de microscopia éptica con aumentos
de 40x y 10x. Se reportan los datos recolectados de las biopsias tomadas a los 7 dias

del procedimiento en la siguiente tabla (Tabla 1):

Figura 5 — Incision en piel dorsal Figura 6 — Aplicacién de TB-A en herida
Tricotomizada
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Tabla 1. — Biopsias de espesor total tomadas a los 7 dias.

ID animal |TB-A Longitud Anchura Fuerza Infeccién Dehiscencia de
(Si/No) cicatriz cicatriz tensil de de herida |herida
(mm) (mm) separacion
(N)

1 No 20 No 13.34 No No
valorable

2 Si 20 No 35.58 No No
valorable

3 No 20 No 8.89 No No
valorable

4 Si 20 No 22.24 No No
valorable

5 No 20 No 13.34 No No
valorable

6 Si 20 No 20.90 No No
valorable

7 No 20 No 8.89 No No
valorable

8 Si 20 No 21.35 No No
valorable

9 No 20 No 8.00 No No
valorable
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10 Si 20 No 23.13 No No
valorable

11 No 20 No 8.89 No No
valorable

12 Si 20 No 20.01 No No
valorable

De manera macroscopica, en ningun grupo hubo diferencia en cuanto a longitud, grosor
o elevacion de la cicatriz. Sin embargo, la apariencia cosmética de esta fue mejor en el

grupo tratado con TB-A (figura 7).

Control | | AR W

\
,.' :(i’\" ’r
5y ¢

\k N vz i /7, i
i

Figura 7.- Apariencia macroscoépica en grupo control vs grupo experimental.
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Analisis Estadistico

La resistencia tensil comparada entre ambos grupos usando una evaluacion no
paramétrica con T de student mostré una diferencia significativa con una P de 0.00128,
mostrando un incremento en la resistencia tensil en el grupo tratado con TBA. En
promedio la fuerza necesaria para lograr la separaciéon de la cicatriz en los sujetos

tratados con TB-A fue de 23.83 vs 10.25 newtons para el grupo control (Grafica 1).

40
35 e

30

) _
20
15

FUERZA TENSIL DE SEPARACION (N)

Bl 8a-NOo M TBA-SI

Gréfica 1.- Analisis de fuerza tensil y desviacién standard.

Analisis Histoldgico
Se realizo un analisis histopatologico en el cual se evalu6 de manera cualitativa el

estroma mostrado en las laminillas con tincion de Tricrdmico de Masson y se le otorgo la
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calificaciéon de laxo y denso dependiendo del caso (Figura 8). Se observo una
predisposicidn a presentar un estroma denso en el grupo de los sujetos tratados con
Toxina Botulinica tipo A comparado con el grupo control, los cuales presentaron un
estroma laxo en su mayoria (Grafica 2). Se realizo del mismo modo la evaluacion de
fibroblastos en ambos grupos y se otorgo una calificacion de una, dos o tres cruces segun
sea el caso encontrando una predisposicion a una mayor cantidad de fibroblastos en los
sujetos control (Figura 8, Grafica 3). En cuanto a angiogénesis, no se encontro diferencia

significativa.

w 4= w (o]

FRECUENCIA (N)

N

TBA-NO TBA-SI

M LAXO mDENSO

Grafica 2.- Valoracion del estroma en cortes histologicos. Predisposicion a estroma denso en
sujetos experimentales
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Figura 8.- Comparativa entre grupos, se observa un estroma mas denso en el sujeto tratado con TB-A
(flecha roja) asi como una menor cantidad de fibroblastos (flecha negra)

3.5

2.5

1.5

FIBROBLASTOS, VALORE RELATIVOS
N

0.5

ETBA-NO MNTBA-SI

Gréfica 3.- Fibroblastos cuantificados con valores en cruces. Sujetos control +++, sujetos TB-A +
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DISCUSION

Clasicamente se ha utilizado la Toxina Botulinica tipo A para fines tanto médicos como
estéticos, en parte, debido a la eficacia de esta, asi como a la ausencia de efectos
adversos. En afios recientes, se ha utilizado colocandola de manera intralesional, como
monoterapia o de manera combinada, para prevencidbn y manejo de cicatrices
patoldgicas (hipertréficas / queloides). La teoria del uso de TB-A para el manejo de
cicatrices patoldgicas fue publicada por primera vez en el afio 2000, sin embargo hasta

este dia el mecanismo de accién atn no es completamente entendido. "

Un factor importante que determina la apariencia cosmética final de una cicatriz es la
tension ejercida sobre los bordes de la herida durante el periodo de cicatrizacion, la cual
puede generar una cicatriz no favorable de manera tanto directa (mecanica) como
indirecta (quimica). La tension ejercida de manera perpendicular en los bordes de la
herida, por la accion mecanica de los musculos, tiende a distorsionar el proceso de
cicatrizacion normal, generando una cicatriz hipertrofica o queloide. Sabemos que
cuando la TB-A se inyecta de manera local, causa una paralisis temporal de los musculos
alrededor de la herida, generando inmovilizacion y por lo tanto disminuyendo la tension
perpendicular. Por lo tanto la inmovilizacion, representa un principio terapéutico basico
en el proceso de cicatrizacion, comun a cualquier tipo de lesion, en donde se han utilizado
distintas herramientas para tratar de minimizar los efectos negativos de la tension con el
movimiento muscular. En el aino 2000, Gassner y colaboradores, publicaron por primera

vez un estudio prospectivo, aleatorizado, controlado y experimental en primates para
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mejorar la tension de las heridas utilizando TB-A, al grupo experimental se le realizaron
heridas faciales y se administré TB-A, visualizando en un seguimiento a 3 meses mejoria

cosmética en la apariencia de estas heridas %

Sin embargo, el enfoque de la mejoria en la tension en el estudio de Gassner va orientado
a la paralisis muscular generada por la TB-A. En nuestro estudio se midi6 de manera
objetiva el efecto de la TB-A en la herida aplicada de manera aguda, traduciéndolo en
la fuerza necesaria para lograr la separacion de la herida, esto mediante un
dinamometro, y observando una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo
control y el grupo experimental, con una promedio de fuerza de 10.25 vs 23.83 newtons

respectivamente.

Con lo anterior, podemos evidenciar que la toxina botulinica tipo A, aplicada de manera
aguda en heridas, mejora la fuerza tensil, no solo al generar el efecto de paralisis sobre
la musculatura adyacente como lo pensado clasicamente, si no que, incrementa la fuerza
necesaria para lograr la separacion de la herida a nivel de la dermis. Por lo que podria
representar una herramienta mas de prevencion y de manejo para heridas cronicas y de
dificil control.

Como se ha explicado, una de las razones para que una cicatriz se vuelva una cicatriz
patoldgica, es el exceso de tension en sus bordes. Con este estudio se podrian generar
bases para un segundo estudio clinico de prevencién de cicatrices patoldgicas en heridas

con tension excesiva en sus bordes o en sitios queloidogénicos.
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En el analisis histopatologico, se observo una predisposicion a una mayor cantidad de
estroma y menor cantidad de fibroblastos en los sujetos tratados con TB-A. Con lo que
podriamos inferir que probablemente exista un control en la produccion de fibras de
colageno lo que podria regular el proceso de cicatrizacidon anormal. Es importante
continuar con la linea de investigacion para valorar los cambios especificos en cuanto a
fibras de colageno por tipo y por cantidad, esto realizado por medio de microscopia

electronica.

En cuanto al aspecto estético, una incision cuidadosamente planeada, generalmente
tendra un buen resultado cosmético. Existen distintas técnicas que se pueden realizar
como el colocar las incisiones alineadas con las lineas de tension en piel relajada,
colgajos locales o el socavamiento de los bordes de la herida para reducir la tension
excesiva en esta ¥, sin embargo, en muchas ocasiones vemos heridas traumaticas que
ademas de presentarse como un factor de riesgo inherente para una cicatriz patolégica,
dificilmente se encuentran alineadas con las lineas de tension en piel relajada.

Como lo pudimos ver en este estudio, el utilizar la TB-A de manera aguda en heridas,
resultara en una mejoria de la apariencia estética de dicha cicatriz. Quiza para un adulto
con una herida en una mano no represente un problema, pero tal vez, para un nifio o
adolescente con una herida en la regién frontal o ciliar, represente algo mas importante

qgue pudiera afectar incluso su autoestima.

En muchas ocasiones, estas heridas se convierten en heridas cronicas y complejas, de

dificil manejo, por lo que es importante conocer y tener mas herramientas con las que
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podamos prevenir de una manera eficaz y relativamente inocua la formacién una cicatriz

patoldgica, a la vez que mejoramos la tension en la piel.

CONCLUSION

Uno de los principales problemas con el que se enfrenta un cirujano al momento de
crear o tratar una herida, es la evolucion de esta, con la tension de la misma como uno
de los principales factores predictores en cuanto a la evolucion. La aplicacion de toxina
botulinica tipo A, en heridas en agudo, genera un incremento de la fuerza necesaria
para lograr la separacion de la misma, a la vez, que mejora la apariencia estética de la
cicatriz. A nivel histopatoldgico existe una diferencia evidente en la cicatriz tratada con
Tb-A, las cuales muestran un estroma mas denso y un numero menor de fibroblastos,

esto en un modelo de experimentacion animal.
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