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Efecto de la eritropoyetina en colgajo musculocutaneo.

Modelo experimental

Francisco Miguel Said Lemus,* Eduardo Gutiérrez Salgado**

RESUMEN

Laeritropoyetina es utilizada parala correccion delaanemia postope-
ratoria o en los casos en |os que se tiene cal culada una pérdida hema-
topoyética considerable. También ha demostrado tener otros efectos
favorablesen laslesiones por isquemia. M aterial y métodos: Estudio
experimental con treintaratas Wistar, asignadas de formaaleatoriaen
tres grupos. En todas las ratas se levantd un colgajo muscul ocutaneo
tipo TRAM extendido bilateral ligandose su circulacién inferior. El
colggjo fue aislado del lecho con un segmento de pléstico. En € gru-
po control se aplicd un placebo; en € grupo | se administré eritropo-
yetinaen dosisde 50 Ul/kgy en € grupo 11 100 Ul/kg, en el postope-
ratorio inmediato y cada tercer dia durante 14 dias. Al findizar este
lapso, serealiz6 lareseccion del colgajo, € cual fue cdificado, foto-
grafiado y enviado al Departamento de Patologia para su estudio. Se
realizé medicion de hematdcrito d inicioy a final, asi como lacalifi-
cacion diariadel colggjo. Resultados: El grupo | sufrié menosisque-
miaadiferenciadel grupo control y del grupo Il (p < 0.0001). Lasu-
pervivenciadel colgao en e grupo | fue del 80%, mientras que en €l
grupo || fue de 60%. No se encontré elevacion significativadel hema:
técrito en ninguno de los tres grupos de estudio. Conclusion: El efec-
to dela eritropoyetina fue comprobado mediante € aumento delasu-
pervivencia de las &reas extendidas de los colgajos, siendo éstainde-
pendiente aladosis.

Palabras clave: Eritropoyetina, isquemia,
colgajo musculocutaneo, TRAM.

INTRODUCCION

La utilizacién de colgajos con circulacién axial o
aleatoria es actualmente una de las herramientas
més importantes para el cirujano reconstructivo. El
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ABSTRACT

Erythropoietin is used for the correction of post surgery anemia
or when there is a considerable calculated hematopoyetic |oss.
Other positive effects have been also demonstrated regarding is-
chemia injuries. The study was made with 30 Wistar rats assigned
at random to three different groups. In all groups a TRAM type
muscul ocutaneous flap extended bilaterally with its inferior cir-
culation. The flap was isolated from the top section with a plastic
piece. A placebo was applied to the control group; Group | appli-
cation was erythropoietin 50 Ul/Kg and in group Il 100 Ul/Kg,
immediately after surgery and every 3 days during 14 days. After
research ended, removal of the flap was made, graded, photo-
graphed and sent to the pathology department for testing. Mea-
surement of hematocrit was taken at the beginning and at the
end. Flap measurements were made every day. It was found that
group | suffered less ischemia than control group and group Il
(P<0.0001) increasing the life of the flap in group | by 80% and
in group Il with 60%. There was no significant increase in the
hematocrit levelsin any of the three study groups.

Key words: Erythropoietin, ischemia,
musculocutaneous flap, TRAM.

tema de la anatomia vascular y |os angiosomas han
sido causa de multiples estudios con lafinalidad de
asegurar la supervivencia de los colgajos, asi como
multiples medios que ayuden a asegurar |la perfu-
sién tisular de los tejidos.™? Habitualmente | os pro-
cedimientos en los cuales es necesario la utiliza-
cion de los colgajos son procedimientos mayores
en los que la pérdida sanguinea puede ser alta, lle-
gando a ser necesarias las transfusiones sanguineas
homologas o autdlogas para mantener una adecua-
da perfusion tisular y asegurar la supervivencia del
colgajo.® La eritropoyetina humana recombinante
es comunmente utilizada por su actividad hemato-
poyética en pacientes nefropatas.* En la actualidad
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es empleada para pacientes en |os que se programa
unacirugiacon posibilidad de autotransfusion o para
optimizar las transfusiones en el transoperatorio o
posoperatorio inmediato.

El periodo de vidarelativamente corto de las células
sanguineas maduras requiere su continuo reemplazo
mediante un proceso denominado hematopoyesis. Ade-
més, la produccion de nuevas células debe de respon-
der tanto alas necesidades basales como alas de mayor
demanda. Laregulacion de la hematopoyesis es com-
pleja e incluye interacciones célula-célula dentro del
microambiente de la médula 6sea, y también factores
de crecimiento hematopoyéticos y linfopoyéticos. Va
rias de las proteinas que intervienen en este proceso
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.® Se han publica
do muiltiples trabaj os sobre |0s usos para la eritropoye-
tina, 1o que ha dado como resultado nuevas lineas de
tratamiento en diferentes especialidades.

MATERIAL Y METODOS

Estudio experimental, comparativo, prospectivo y
transversal, realizado en el Bioterio del Hospital
Central Sur de Alta Especialidad PEMEX, de mayo
aoctubre del 2003.

Se utilizaron 30 ratas Wistar con peso entre 225.4
y 253.3 g, las cuales fueron distribuidas en tres gru-
pos de manera al eatoria, dos grupos de tratamiento y
uno control. Fueron anestesiadas con 35 mg/kg de
ketamina de manera intramuscular. Previamente al
procedimiento quirdrgico, se tomé muestra para me-
dicion del hematdcrito.

Lasratas fueron colocadas en tablas para el proce-
dimiento (Figura 1). Se realiz6 el marcado del col-
gajo con una base superior e inferior de 3 cmy una
alturade 2.5 cm (Figura 2). Se hizo asepsiay anti-
sepsiadel dreay serealizo € levantamiento del col-
gajo musculocutaneo del recto anterior del abdomen,
incluyendo los dos musculos rectos, los cuales fue-
ron disecados y ligados de su insercion inferior con
suturade seda 4-0 (Figuras 3y 4); entreel lechoy el
colggjo, se coloco un segmento de plastico para ais-
larlo (Figura 5) y fue colocado éste en su mismo si-
tio suturado al lecho con sutura de prolene 5-0 (Fi-
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Figura 3. Figura 4.

gura 6). Todos los animales fueron colocados en
jaulas previamente identificadas por grupos de traba-
jO para su reconocimiento. Las ratas fueron observa-
das durante el transcurso del estudio y valoradas. Al
final del estudio se realiz6 nuevo hematdcrito.

Los dos grupos experimentales fueron tratados
con aplicacion subcuténea de eritropoyetina humana
recombinante, en el postoperatorio inmediato y cada
tercer dia durante un periodo de 14 dias. A los ani-
males del grupo control se les administré placebo
0.5 mL de solucién inyectable.

A lasratas del grupo | seles administraron 50 U1/
kg por via subcuténeay alos animales del grupo |1,
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100 Ul/kg también por via subcutanea. Parala admi-
nistracion de las dosis se realiz6 una dilucion de eri-
tropoyetina humana recombinante (rHUEPO) (Bio-
yetin, laboratorio PROBIOMED) con 4,000 Ul por
ampula, en un mililitro de solucion inyectable y ésta
a su vez diluida en 99 mL de solucion inyectable,
para obtener una dilucion de 40 Ul por mililitroy en
cada décimade mililitro 4 Ul, con lafinalidad de fa-
cilitar la administracion del medicamento.

Supervivencia del colgajo. Se observo la evolu-
cion diariadel colgajo abdominal durante 14 dias, se
elaboré un mapa micrométrico para realizar medi-
cion de las zonas que presenten necrosis del colgajo
y se reportd de maneradiaria:

1) Coloracién del colgajo, 2) necrosis del colgajo,
3) hemorragia del colgajo, 4) cicatrizacion, 5) infec-
cion, y 6) crecimiento de pelo en el colgajo.

Segundo tiempo quirargico. El dia 14 se tomd
una nueva muestra para hematécrito antes del sacri-
ficio de las ratas. Posteriormente fueron colocadas

Figura 5.

Figura 6.

E ﬁd B-n

en tabla con proteccion en las cuatro extremidades;
serealizd levantamiento del colgajo, cortando el bor-
de superior del mismo; se midi6 el area de necrosis
en mapa micrométrico, se fotografié y se colocd en
formol para su estudio histoldgico. Las evaluaciones
tomadas después del levantamiento definitivo del
colgajo fueron: 1) Necrosis del colgajo, 2) infeccion,
3) cicatrizacion, 4) crecimiento del pelo y 5) forma
cion de serosas.

Las muestras previamente medidas y fotografia-
das fueron etiquetadas y clasificadas por grupos y
enviadas a Servicio de Patologia Clinica del Hospi-
tal de PEMEX, donde fueron incluidas en capsulas,
mediante tres cortes secuenciales para ser estudiados
con microscopiay con tincion de hematoxilina eosi-
na (Figura 7). El primer corte incluyé muasculo recto
abdominal en su porcion proximal a colgajo. El se-
gundo en la parte media, incluyendo musculo, piel
suprayacente y lateral. Y el tercero, musculo y piel
suprayacente, respectivamente.

Estadistica. La supervivenciadel colgajo fue ana-
lizada mediante el estudio de chi cuadrada. Los mi-
crohematdcritos con T pareaday las variables no no-
minales con la prueba de Tukey. La supervivencia
del colgajo y el porcentaje de retraccion mediante
prueba estadistica de chi cuadrada.

RESULTADOS

El grupo | (al cual sele aplicé 50 Ul/kg de eritropo-
yetina humana recombinante) presentd una supervi-
venciatotal de 80% con p < 0.05. En €l grupo 11, a
cual se le administré una dosis de 100 Ul/kg de eri-
tropoyetina, se registrd una supervivencia total del
60% con p < 0.05.

La evaluacion diaria de los grupos de estudio
mostré una diferencia estadistica entre [os grupos | y

Figura 7.
Grupo control.

y | A: Colgajo vista anterior.
o " B: Vista posterior.

AT C  C: Aspecto microscépico
y £ X! (Hematoxilina y eosina).
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[1, ya que se presentaron mayor nimero de compli-
caciones posoperatorias en el grupo Il (p < 0.0001)
(Cuadro ).

El hematdcrito en las ratas de los grupos | y 11 no
mostroé elevacion estadisticamente significativa en-
tre grupos ni al compararlos frente al grupo control
(p > 0.05).

El cuadro Il muestra los hallazgos de |a observa-
cion miscroscopicade las laminillas de los diferentes
cortes realizados. L os més comunes fueron: Estado
de las fibras musculares, presencia de Ulcera por is-
guemia, necrosis, fibrosis cicatrizal, proliferacién
vascular, inflamacién y la presencia de abscesos. No
se encontro diferencia en la proliferacion vascular
entre |os diferentes grupos de estudio.

La necrosis isquémica fue, en promedio, de 4.8
mm? en nueve de 10 casos, con 41.2 mm? de retrac-
cion en el grupo control. En el grupo |, la necrosis
fue de 3 mm? en dos casos y la retraccion de 40.2
mm?. Finalmente, la necrosis fue de 3.6 mm? en sie-
te casosy laretraccion de 42.3 mm? en €l grupo I1.

Cuadro . Complicaciones posoperatorias.

Grupo
Complicacion Control I ]l
Necrosis 10 2 7
Infeccion
Hemorragia 0 2 2

Cuadro Il. Hallazgos en el estudio de microscopia.

Grupo
Hallazgo Control | ]
Fibras musculares 3 9 2
Ulcera 10 0 5
Necrosis isquémica 10 2 7
Necrosis cicatrizal 10 8 5
Proliferacién vascular 3 8 4
Inflamacion 0 1 5
Abscesos 4 1 5
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Figura 8. Grupo control. A: Area de necrosis. B: Colgajo levan-
tado. C: Imagen de microscopio con Ulcera isquémica.

Las figuras 9 y 10 muestran el aspecto macro y
microscopico de los colgajos del grupo control, asi
como delos grupo | y 1, respectivamente.

DISCUSION

L os conceptos acerca del crecimiento y diferencia-
cion de las células hematopoyéticas se iniciaron en
la década de 1950 con |os trabajos de Jacobsen,® Os-
good.” Estos investigadores demostraron el papel
que desempefian las células del bazo y de la médula
Osea en el establecimiento de tejido hematopoyético
en animales irradiados. En 1961, Till y McCulloch
demostraron que las células hematopoyéticas indivi-
duales podian formar nédul os hematopoyeéticos mi-
croscopicos en los bazos de ratones irradiados. Sus
estudios llevaron hacia el concepto de células tron-
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cales formadoras de colonias. Posteriormente, se
comprob6 que las células troncales presentes en la
médula dsea son pluripotenciales.®

El papel de los factores de crecimiento en la he-
matopoyesis no fue aclarado sino hasta el desarrollo
delastécnicas del cultivo dela médula 6sea efectua
do por Bradley, Metcalf y otros.®

La existencia de un factor de crecimiento circulan-
te que controla la eritropoyesis fue sugerida por los
experimentos realizados por Paul Carnot en 1906,
quien observé un aumento del recuento de eritrocitos
en conejos inyectados con suero obtenido de animales
anémicos y postul 6 la existencia de un factor que de-
nomind hematopoyetina.l® Sin embargo, en la década
de 1950, Reismann, Erslev, Jacobsen y colaboradores
definieron el origen y las acciones de la hormona de-
nominada actual mente eritropoyetina.lt

Figura 9. Grupo I. A: Cicatrizacién completa. B: Colgajo sin
dreas de necrosis, sin cambios patolégicos al microscopio (C).

Figura 10. Grupo Il. A y B: Area de necrosis en cuadrante infe-
rior izquierdo. C: Microfotografia con area de Ulcera y cambios
inflamatorios agudos y cronicos.

La eritropoyetina es producida principal mente por
las células peritubulares de los tubulos proximales
del rifién, aunque una pequefia parte es sintetizada
en el higado.!? El producto primario es una proteina
de 193 aminoé&cidos, de los cuales los primeros 27
son clivados durante la secrecion; la proteina madu-
rafinal estaintensamente glucosiladay su peso mo-
lecular es de 34,000 daltons. La glucosilacion esim-
portante para prolongar el periodo de vida de la eri-
tropoyetinaen la circulacion, pero no para gjercer su
actividad biol6gica. Con anemia o hipoxemia, lasin-
tesisy secrecion renal aumentan rapidamente hasta
100 veces 0 més. Esta ola de hormona actlia sobre
las células progenitoras tempranas (BFU-E) y tardias
(CFU-E) estimulando un reclutamiento notable de
precursores en una serie programada de divisiones
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celulares que llevan a su maduracion final. Al mismo
tiempo la retroalimentacion puede ser interrumpida
en cualquier punto, por enfermedad renal, dafio es-
tructural de lamédula o deficiencia de hierro.

Paralograr una adecuada respuesta, si se adminis-
tra de forma exdgena, se recomienda en dosis de 50
a 100 Ul por kilogramo de peso tres veces por sema-
na. Con una vida media plasmética de 10 horas, lue-
go de cinco a 24 horas se producen las mayores con-
centraciones plasméticas.®

Actualmente, se ha propuesto la utilizacion de la
eritropoyetina para incrementar de forma preopera-
toria la cantidad del hematdcrito en cirugias el ecti-
vas en pacientes a quienes se solicitaran paquetes
globulares autdlogos y para disminuir los casos de
infeccion por transfusion sanguinea homdloga.t* En
lainvestigacion de nuevos farmacos que limiten las
lesiones de isquemia reperfusion a nivel cardiovas-
cular, la eritropoyetina ha dado resultados al entado-
res debido alainhibicion de moléculas como las cas-
pasas 8, 1y 3 enlalesion endotelial, citoproteccion
y disminucion de la apoptosis del endotelio vascular
con la consiguiente proteccion miocardica. !>’ Cala-
pai y colaboradores demostraron, de forma experi-
mental en animales, la reduccién de la sintesis de
oxido nitrico en las lesiones de isgquemia cerebral
con la utilizacion de eritropoyetina (rHUEPO).18

El colgajo musculocutaneo de recto abdominal
(TRAM) ha sido ampliamente estudiado, tanto cli-
nica como experimentalmente. Se conoce unarela-
tiva alta incidencia de complicaciones que se refle-
ja principalmente en necrosis grasa 'y cutanea, por
lo que se han desarrollado maltiples lineas de estu-
dio con el propdsito de incrementar el area Gtil del
colgajo.® El colgajo musculocutaneo de recto ab-
dominal se utiliza universalmente como la primera
opcion de la reconstruccion mamaria con tejidos
autologos. Roobins fue el primero en reportar el
uso vertical del colgajo de recto anterior del abdo-
men con piel en la reconstrucciéon mamaria en
1979.%0 Hartrampf y colaboradores introdujeron el
concepto del colgajo musculocuténeo de recto ab-
dominal en 1982. Laislade piel se orientade forma
transversal en relacion al abdomen para cubrir el
defecto mamario, dejando una doble cicatriz, con
una reconstruccion abdominal tipo abdominoplas-
tia.?! Scheflan y Dinner describieron la anatomia
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vascular del colgajo musculocutaneo de recto abdo-
minal, definiendo que la circulacion del muasculo
recto y de laregion infraumbilical estairrigada por
laarteria epigastricainferior; lapiel suprayacente a
este musculo, cercanaalacicatriz umbilical zonas|
y I, esirrigada por arterias perforantes muscul ocu-
taneas de la arteria epigastrica inferior profunday
superficial. Las zonas |11 y IV son irrigadas por co-
municaciones entre las arterias epigastrica inferior
superficial y lacircunflgjailiaca superficial 2223

Moon y Taylor estudiaron la anatomia de la arte-
ria epigéstrica superior profunday de la epigéstrica
inferior profunda, asi como su relacién con los col-
gaj os muscul ocuténeos de recto abdominal; con base
en esto, describieron tres formas de conexion entre
estas dos arterias.?*

Mathes y Nahai clasificaron el musculo recto an-
terior del abdomen como tipo |11 por tener dos vasos
dominantes.?®

En el presente estudio se demostré que la eritro-
poyetina mejord la supervivencia de las éreas de cir-
culacion aleatoriaen un 80%, grupo | zonas |1 exten-
didas. Se registraron menos complicaciones en los
casos de colgajos en los cuales se administraron 50
Ul/kg de eritropoyetina humana recombinante en
comparacion con losdel grupo |1 alos cuales se apli-
c6 una dosis mayor (100 Ul/kg). Por estarazon, se
determiné que € efecto es independiente de la dosis
y no directamente proporcional, yaque en lasratas a
las que se les administrd una dosis mayor no se pre-
sent6 un mayor efecto protector.

CONCLUSIONES

En model os experimental es, |a eritropoyetina huma-
na recombinante ha mostrado ser Util como: a) cito-
protector del endotelio vascular, b) antioxidante, c)
en lareduccién de la apoptosis celular mediante la
inhibicion de moléculas como la proteincinasay las
cisteinproteasas conocidas como caspasas (en espe-
cificola8, 1y 3), modulando la despolarizacion de
la membrana mitocondrial, d) proteccion celular a
nivel cardiaco, cerebral y pulmonar mediante la re-
duccién de los niveles de 6xido nitrico y €) hormona
eficaz en la proteccion de los colgajos con circula-
cion aleatoria. En €l presente estudio, el efecto de la
eritropoyetina fue comprobado mediante el aumento
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de la supervivencia de las areas extendidas de los
colgajos, siendo ésta independiente a la dosis. Se
comprobé que con la dosis de 50 Ul/kg se obtuvo
una supervivencia del 80%, mientras que con la do-
sis de 100 Ul/kg, solo se logrd una supervivencia fi-
nal del 60%, reduciendo €l drea efectiva (til del col-
gajo. Estos resultados pueden deberse a diferentes
causas y no a un aumento de la viscosidad sangui-
nea. Por esta razon, es necesario realizar nuevos es-
tudios para determinar cudl esladosis 6ptimay con-
seguir el maximo beneficio. También deberan efec-
tuarse estudios de fase clinica en los que se pueda
emplear a la eritropoyetina, la cual parece ser una
nueva opcién en la cirugia pléstica para la prefabri-
cacion de colgajos 0 aumentar su tamarfio en aquéllos
con circulacién aleatoria al maximizar su utilidad y
supervivencia.
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