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Introduccion:

La utilizacién de colgajos con circulacion axial ¢ aleatoria es actualmente una de las
herramientas mas importantes para el cirujano reconstructivo. El tema de la anatomia
vascular y los angiosomas ha sido causa de multiples estudios con el fin de tener el
fundamento para asegurar la sobrevida de los colgajos, asi como otras formas que
ayuden a asegurar la perfusion tisular de los tejidos (1,2). Habitualmente los
procedimientos en los cuales es necesario la utilizacion de los colgajos son
procedimientos mayores, en donde la perdida sanguinea puede ser alta, llegando a ser
necesaria la trasfusion sanguinea homologa é autdloga, para mantener una adecuada
perfusion tisular y asegurar la sobrevida del colgajo (3).
La eritropoyetina humana recombinarte es cominmente utilizada por su actividad
hematopoyetica en pacientes nefrépatas (4). Actualmente es utilizada para aquellos
pacientes en donde se programa una cirugia con posibilidad de autotransfusién 6 para
optimizar las trasfusiones en el transoperatorio 0 postoperatorio inmediato.

El periodo de vida relativamente corto de las células sanguineas maduras requiere su
continuo reemplazo, un proceso denominado hematopoyesis. La produccion de nuevas
celulas debe de responder tanto a las necesidades basales como a las situaciones de
mayor demanda. La regulacion de la hematopoyesis es compleja e incluye
interacciones célula-célula, dentro del microambiente de la médula ésea y también
factores de crecimiento hematopoyeticos y linfopoyeticos. Varias de estas proteinas
han sido identificadas y caracterizadas, sus genes han sido clonados mediante técnicas
de ADN recombinante y se producen cantidades suficientes de ellas para ser utilizados

como agentes terapéuticos (5). Se han publicado multiples usos para la eritropoyetina,



lo que ha dado como resultado nuevas lineas de tratamiento en diferentes

especialidades.

Hipotesis:

1.- La aplicacion de eritropoyetina recombinante humana mejora la sobrevida de la piel
del colgajo musculo cutéaneo especificamente las zonas de circulacién aleatoria, y la
mas distal en el modelo experimental.

2.- Existe diferencia entre dos dosis postoperatorias de eritropoyetina, para la sobrevida

del colgajo musculo cutaneo y zona de circulacién aleatoria.

Objetivos Generales:

1.- Aplicar los beneficios de la eritropoyetina humana para la sobrevida de un colgajo
musculo cutaneo extendido.

2.- Incrementar el area disponible del colgajo.

3.- Mejorar la evolucion de las ratas sometidas al estudio.

Material y Métodos:

Se realizé estudio experimental, comparativo, prospectivo y transversal, en el bioterio
del Hospital Central Sur de Alta Especialidad PEMEX, de Mayo a Octubre del 2003.

Se utilizaron 30 ratas Wistar con peso entre 2254 y 253.3 grs. las cuales fueron
divididas en tres grupos de manera aleatoria, dos grupos de tratamiento y uno control.
Fueron anestesiadas con 35 mg / kg de ketamina de manera intramuscular.
Previamente al procedimiento quirirgico, se tomo muestra para medicion del

hematocrito.



Las ratas fueron colocadas en tablas para el procedimiento. Se realizé el marcado del
colgajo abdominal con una base superior e inferior de 3 cm. y una altura de 2.5cm. Se
hizo asepsia y antisepsia del area y se realizé el levantamiento del colgajo muasculo
cutaneo del recto anterior del abdomen (TRAM) incluyendo los dos musculos rectos los
cuales fueron disecados y ligados de su insercion inferior con sutura de seda 4-0, se
coloco entre el lecho y el colgajo un segmento de plastico para aislarlo y fue colocado
este en su mismo sitio suturado al lecho con sutura de prolene 5-0. Todos lo animales
fueron colocados en jaulas previamente identificadas por grupos de trabajo para su
reconocimiento. Las ratas fueron observadas durante el transcurso del estudio y
valoradas. Al final del estudio se realizé nuevo hematocrito.

Los dos grupos experimentales fueron tratados con eritropoyetina humana
recombinante, mediante la aplicacion subcutanea de eritropoyetina, en el
postoperatorio inmediato y cada tercer dia durante un periodo de 14 dias.
Al grupo control se administré placebo .5 ml. de solucién inyectable. Al grupo | se le
administré 50 Ul / Kg. por via subcutanea, al grupo Il 100 Ul / Kg. mediante la misma
via.

Para la administraciéon de las dosis se realizé una dilucion de eritropoyetina humana
recombinante (tHUEPQ) (Bioyetin, laboratorio PROBIOMED ) con 4000 Ul por ampula,
en un mililitro de solucién inyectable y esta a su vez diluida en 99 ml de sol inyectable,
para obtener una dilucion de 40 Ul por mililitro y en cada décima de mililitro 4 Ul, con la

finalidad de facilitar la administracion del medicamento.



Primer tiempo quirargico:

Se realizd modelo para levantar colgajo tipo TRAM, con la rata previamente
anestesiada, se coloco en tabla, con proteccion en las cuatro extremidades se realizo
tricotomia del abdomen (foto 1), se tomé el punto medio de la distancia entre el xifoides
y la sinfisis del pubis para marcar el ombligo de manera virtual marcando un colgajo de
3 X 2.5 cm. (foto 2) Los margenes de la piel se realizaron incisiones y se levantan hasta
el margen del misculo recto anterior del abdomen de forma bilateral (foto 3), es dividido
en el borde inferior del colgajo, la hoja externa del muisculo se incidié de manera lateral
y bilateral del colgajo (foto 4). Es levantado de forma completa respetando la hoja
posterior de la fascia del recto anterior del abdomen y el sistema epigastrico profundo.
El defecto musculo facial es cerrado, se coloca una hoja de plastico estéril sobre el sitio
donador (foto 5) y es colocado nuevamente el colgajo en su lugar inicial el cual es
suturado con material no absorbible (foto 6).

Fotos ( 1-6)




Sobrevida del colgajo

Se observo la evolucion diaria del colgajo abdominal durante 14 dias, se elabord un
mapa micrométrico para realizar medicién de las zonas que presenten necrosis del
colgajo y se reporté de manera diaria:

1.- Coloracion del colgajo

2.- Necrosis del colgajo

3.- Hemorragia del colgajo

4.- Cicatrizacién

5.- Infeccién

6.- Crecimiento de pelo en el colgajo

Segundo tiempo quirdrgico:

Al dia 14 se realizé el sacrificio de las ratas, mediante una dosis letal de formol, las
mismas fueron colocadas en tabla con proteccién en las cuatro extremidades, se realizd
levantamiento del colgajo cortando el borde superior del mismo, se mide el area de
necrosis en mapa micrometrico, se fotografié y se colocé en formol para su estudio
histolégico. Las evaluaciones tomadas posterior al levantamiento definitivo del colgajo
fueron:

1.- Necrosis del colgajo

2.- Infeccion

3.-Hemorragia

4.- Cicatrizacion

5.- Crecimiento del pelo

6.- Formacion de seromas



Las muestras previamente medidas y fotografiadas fueron etiquetadas y clasificadas
por grupos y enviadas al servicio de Patologia Clinica del Hospital de PEMEX, donde
fueron incluidas en capsulas, mediante tres cortes secuénciales para ser estudiados
mediante microscopia y con tincion de hematoxilina eosina (fotos 7-9).
El primer corte incluyd musculo recto abdominal en su porcion proximal al colgajo.
El segundo en la parte media, incluyendo musculo, piel suprayacente y lateral y el

tercero musculo y piel suprayacente respectivamente.

Fotos (7, 8, 9)
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Grupo control: Colgajo vista anterior y posterior

Microhematocrito

Se realiz6 mediante la toma de tubo capilar y heparinizado via transconjuntival, la
muestra sanguinea, para la determinacién de microhematécrito en el preoperatorio y al
finalizar el estudio previo al sacrificio del animal, a los 14 dias, el cual se proceso en el

departamento de Banco de Sangre del hospital.



Estadistica

La sobrevida del colgajo fue analizada mediante el estudio de Chi cuadrada.
Los microhematocritos por T pareada, las variables no nominales por la prueba de
Tukey.

Sobrevida del colgajo y porcentaje de refraccion por prueba estadistica de Chi

cuadrada

Resultados

Comparacion en los porcentajes de sobrevida del colgajo, asi como en el porcentaje de
retraccion. En el grupo control, contra el grupo |, al cual se le aplico 50 Ul/Kg. de
rHUEPO, presentd una sobrevida total del 80%, con (P<0.05).

En el grupo Il al cual se le aplico una dosis de 100 UlI/Kg. rHUEPO, se encontré una
sobrevida total del 60% con (P<0.05).

En la valoracion diaria de los grupos de estudio se encontré una diferencia estadistica
entre el grupo | y Il al presentar mayor numero de complicaciones postoperatorias en el

grupo Il (P<0.0001).
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Se evaluaron los resultados del estudio el hematocrito en las ratas del grupo | y Il no se
encontré una elevacion estadisticamente significativa entre los grupos y comparados
con el grupo control con (P>0.05).

Figura (11)
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En la observacion de las laminillas al microscopio, de los diferentes cortes realizados,
se elaboraron columnas en relacion a los hallazgos encontrados en cada una, siendo
los mas comunes: el estado de las fibras musculares, presencia de ulcera por isquemia,
necrosis, fibrosis cicatrizal, proliferacion vascular, inflamacion y la presencia de
abscesos. No se encontré diferencia en la proliferacion vascular entre los diferentes

grupos de estudio. Figura (12)
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Figuras:(13, 14, 15)
Grupo Control: Area de necrosis, colgajo levantado, imagen de microscopio con ulcera

isquemica.

Figuras: (16, 17, 18)
Grupo |: cicatrizacion completa, colgajo sin dreas de necrosis, sin cambios patologicos

al microscopio.
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Figuras:( 19, 20, 21)

Grupo ll: Area de necrosis en cuadrante inferior izquierdo, microfotografia con area de

ulcera y cambios inflamatorios agudos y cronicos.

La necrosis isquemica en el grupo control fue de 4.8 mm2 en promedio en 9 de 10
casos, con 41.2 mm2 de retraccion. Para el grupo | (50 Ul / Kg.) rHUEPQO, 3 mm2 de
necrosis en 2 casos y 40.2 mmz2 de retracciéon. Grupo Il 100 Ul / Kg. rHUEPO, 3.6 mm2

de necrosis en 7 casos y 42.3 mm2 de retraccion. (figura 22)
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Discusion:

Los conceptos acerca del crecimiento y diferenciacion de las células hematopoyéticas
se inicid en la década de 1950 con lo trabajos de Jacobsen (6), Osgood (7). Estos
investigadores demostraron el papel que desempefian las células del bazo y de la
medula ¢sea en el establecimiento de tejido hematopoyético en animales irradiados. En
1961 Till y McCulloch demostraron que las células hematopoyéticas individuales podian
formar nédulos hematopoyéticos microscopicos en los bazos de ratones irradiados. Sus
estudios llevaron el concepto de células troncales formadoras de colonias.
Posteriormente se comprobd que las células troncales presentes en la medula 6sea son
pluripotenciales (8).

El papel de los factores de crecimiento en la hematopoyesis no fue aclarado hasta el
desarrollo de las técnicas del cultivo de al médula 6sea por Bradley, Metcalf y otros. (9)
La existencia de un factor de crecimiento circulante que controla la eritropoyésis fue
sugerida por experimentos realizados por Paul Carnot 1906, quien observo un aumento
del recuento de eritrocitos en conejos inyectados con suero obtenido de animales
anémicos y postuld la existencia de un factor que denominé hematopoyétina (10). Sin
embargo recién en la década de 1950 Reismann, Erslev, Jacobsen y colaboradores
definieron el origen y las acciones de la hormona denominada actualmente
eritropoyetina. (11)

La eritropoyetina es producida principalmente por las células peritubulares de los
tubulos proximales del rifén aunque de una pequefia parte en sintetizada en el higado
(12). El producto primario en una proteina de 193 aminoacidos, de los cuales los
primeros 27 son clivados durante la secrecion, la proteina madura final esta

intensamente glucosilada y su peso molecular es de 34,000 daltons.



La glucosilacion es importante para prolongar el periodo de vida de la eritropoyetina en
la circulacion, pero no para ejercer su actividad biologica. Con anemia o hipoxémia, la
sintesis y secrecién renal aumentan rapidamente hasta 100 veces o mas. Esta ola de
hormona actua sobre las células progenitoras tempranas (BFU-E) y tardias (CFU-E)
estimulando un reclutamiento notable de precursores en una serie programada de
divisiones celulares que llevan a su maduracién final. Al mismo tiempo la
retroalimentacion puede ser interrumpida en cualquier punto, por enfermedad renal,
dafio estructural de la médula o deficiencia de hierro.

Para lograr una adecuada respuesta si se administra de forma exdgena, se recomienda
de 50 a 100 Ul por kilogramo de peso tres veces por semana, con una vida media
plasmatica de 10 hrs. Luego de 5 a 24 hrs. se producen las mayores concentraciones
plasmaticas. (13)

Actualmente se ha propuesto la utilizacion de la eritropoyetina para incrementar de
forma preoperatoria la cantidad del hematocrito en cirugias electivas, en aquellos
pacientes en que se solicitaran paquetes globulares autélogos y para disminuir los
casos de infeccion por transfusién sanguinea homologa (14). En la investigacion de
nuevos farmacos que limiten las lesiones de isquemia reperfusion a nivel
cardiovascular. La eritropoyetina ha dado resultados alentadores, con la inhibicion de
moléculas como las caspasas 8,1 y 3 en la lesion endotelial, citoprotecciéon y
~disminucion de la apoptosis del endotelio vascular con la consiguiente proteccion
miocardica (15,16,17). Calapai y colaboradores demostraron de forma experimental en
animales, la reducciéon de la sintesis de oxido nitrico en las lesiones de isquemia

cerebral con la utilizacion de eritropoyetina (rHuEPO). (18)



El colgajo musculo-cutaneo de recto abdominal (TRAM), ha sido ampliamente
estudiado tanto clinica como experimentalmente. Se conoce una relativa alta incidencia
de complicaciones que se refleja principalmente en necrosis grasa y cutanea, por lo que
se han desarrollado mdltiples lineas de estudio con el proposito de incrementar el area
atil del colgajo (19). El colgajo TRAM se utiliza universalmente como la primera opcion
de la reconstruccion mamaria con tejidos autélogos. Roobins fue el primero en reportar
el uso vertical del colgajo de recto anterior del abdomen con piel en la reconstruccion
mamaria en 1979.(20). Hartrampf y colaboradores introdujeron el concepto del colgajo
TRAM en 1982. La isla de piel se orienta de forma transversal en relacion al abdomen
para cubrir el defecto mamario, dejando una doble cicatriz, con una reconstruccién
abdominal tipo abdominoplastia (21). Scheflan y Dinner describieron la anatomia
vascular del colgajo TRAM, definiendo que la circulacién del musculo recto y de la
region infraumbilical esta irrigada por la arteria epigastrica inferior, la piel suprayacente
a este musculo cercana a la cicatriz umbilical zonas | y Il, son irrigadas por arterias
perforantes musculo cutaneas de la arteria epigastrica inferior profunda y superficial.
Las zonas Il y IV son irrigadas entre comunicaciones entre las arterias epigastrica
inferior superficial y la arteria circunfieja iliaca superficial.(22,23)

Moon y Taylor estudiaron la anatomia de la arteria epigastrica superior profunda y de la
arteria epigastrica inferior profunda y su relaciéon con los colgajos TRAM, describieron
tres formas de conexion entre estas dos arterias.(24)

Matters y Nahai por tener dos vasos dominantes el musculo recto anterior del abdomen
lo clasificaron como tipo Il (25).

En el presente estudio se demostré que la eritropoyetina mejoro la sobrevida de las

areas de circulacion aleatoria en un 80%, grupo | zonas Il extendidas.



Se demostraron menos complicaciones, a los colgajos que se les administro 50 Ul/Kg.
de (rHUEPO) en relacién al grupo Il que se le administré una dosis mayor (100 Ul / Kg.).
Por lo que se determind que el efecto es independiente a la dosis y no directamente
proporcional, ya que en las ratas a las que se les administro una dosis mayor no se

presento un efecto protector mayor.

Conclusién

La eritropoyetina humana recombinante es una hormona, la cual ha demostrado su
utilidad a nivel experimental como: a) citoprotector del endotelio vascular, b)
antioxidante, c¢) en la reduccién de la apoptésis celular mediante la activacion de
moléculas como la protein-quinasa y las cistein-proteasas conocidas como caspasas,
en especifico la 8, 1y 3, modulando la despolarizacion de la membrana mitocondrial, d)
proteccion celular a nivel cardiaco, cerebral y pulmonar mediante la reducciéon de los
niveles de oxido nitrico y e) eficaz en la proteccién de los colgajos con circulacion
aleatoria. En el presente estudio el efecto de la eritropoyetina fue comprobado mediante
el aumento de la sobrevida de las areas extendidas de los colgajos, siendo esta de
forma independiente a la dosis. Como se comprobd que la dosis de 50 Ul / Kg. obtuvo
una sobrevida del 80% comparado con la dosis de 100 Ul / Kg. que solo obtuvo una
sobrevida final del 60%, reduciendo el area efectiva util del colgajo. Es necesario
realizar nuevos estudios para determinar cual es la dosis optima y conseguir el maximo
beneficio. Pasando posteriormente a una fase clinica en donde se pueda emplear a la
eritropoyetina, como una nueva alternativa en la cirugia plastica, para la prefabricacion
de colgajos 0 aumentar su tamafio en aquellos con circulacién aleatoria, maximizando

su utilidad y sobrevida.
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