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RESUMEN

La cicatrizacion es un proceso natural que restaura la inte-
gridad tisular después de una lesion. La toxina botulinica
tipo A (TBT-A) ha demostrado aumentar la angiogénesis en
modelos de colgajos. El objetivo de este trabajo fue estudiar
el efecto de la TBT-Adurante la cicatrizacion. Se estudiaron
19 ratones distribuidos en cuatro grupos dependiendo el dia
de sacrificio (seis en el dia 3, cuatro en el dia 6, cinco en el
dia 9y cuatro en el dia 12). Se realizaron dos heridas en el
dorso de los ratones. En una herida se infiltr6 TBT-A (2.5
UI) mientras que en la otra herida se infiltr6 solucion salina
al 0.9%, ambas infiltraciones fueron en el tejido celular
subcutaneo. Se realiz6 evaluacion de la angiogénesis en
los dias de sacrificio. El analisis estadistico fue realizado
con prueba t de Student y se establecid como significativo
los resultados con p < 0.05. La angiogénesis fue mayor
en el area experimental. En el dia 3 la herida con toxina
botulinica presenté menor angiogénesis (5.1 versus 13.5
[CL: 4.7-11.9] p=10.001), en el dia 6 y 9 no se encontraron
diferencias significativas entre ambos grupos; finalmente
en el dia 12, en la herida con toxina botulinica se identifico
mayor angiogénesis (8.6 versus 4.9 [CI:-5.3 - -2.09] p =
0.002). La toxina botulinica tipo A modula el proceso de
cicatrizacion de las heridas al aumentar la formacion de
vasos sanguineos durante la totalidad del proceso.

INTRODUCCION

I a cicatrizacion es un proceso bioldgico

complejo que se divide en tres fases. La

fase inflamatoria tiene como objetivo detener
el sangrado y producir quimiocinas atrayentes
a células regeneradoras. Durante la segunda
fase (proliferativa), existe gran aumento de
células mediadoras de la cicatrizacién, en-

ABSTRACT

Healing is a natural process that restores tissue integrity
after injury. Botulinum toxin type A (BTT-A) has shown
to increase angiogenesis in flap models. The aim of this
research was to study the effect of BTT-A during wound
healing. We studied 19 mice distributed in four groups
depending on the day they were sacrificed (six on day 3,
four on day 6, five on day 9, and four on day 12). Two
wounds were made on the back of the mice. In one wound
BTT-4 (2.5 1U) was infiltrated while 0.9% saline solution
was infiltrated the other wound; both infiltrations were
in the subcutaneous cellular tissue. An evaluation of
angiogenesis was performed on each group. Statistical
analysis was performed using Student’s t-test and the
results were established as significant with p < 0.05.
Angiogenesis was greater in the experimental area. On day
3 the wound with botulinum toxin had less angiogenesis
(5.1versus 13.5 [CI: 4.7-11.9] p = 0.001), on day 6 and 9,
no significant differences were found between both groups;
finally, on day 12, in the wound with botulinum toxin a
greater amount of angiogenesis was identified (8.6 versus
4.9 [CI: -5.3 - -2.09] p = 0.002). Botulinum toxin type A
modulates the healing process of wounds by increasing the
formation of blood vessels throughout the process.

tre ellas fibroblastos, células endoteliales y
neutréfilos. En este momento la angiogénesis
comienza a tener un crecimiento acelerado
debido a la liberacién de quimiocinas y facto-
res de crecimiento angiogénico. En la Gltima
fase (de remodelacion), la herida se vuelve
menos densa y se encuentra gran cantidad de
miofibroblastos bien diferenciados, coldgena
tipo 1y vasos sanguineos maduros. Cualquier
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alteracion a este proceso desencadena cicatri-
zacién patologica.’

La tensién de una herida es un factor im-
portante que determina el grado de fibrosis y
angiogénesis. A partir de este concepto las in-
cisiones en la piel se deben disenar de acuerdo
con las lineas de tension relajada. Esta tension
dindmica tiene su efecto sobre las heridas al pro-
ducir isquemia en los tejidos. Esta isquemia se ha
propuesto como promotora de la migracion de
fibroblastos por no ser un ambiente aceptable
para la cicatrizacién.? Al haber una mayor proli-
feracién de fibroblastos se sintetiza més colagena
en forma desorganizada, misma que desarrolla
cicatrices patoldgicas. Se basa en el concepto de
tensién de las heridas, por lo que se han pro-
puesto multiples opciones de tratamiento para
disminuir la cicatrizacion patoldgica de las heri-
das, destacando la ferulizacién e inmovilizacion
del sitio de la cirugfa. La quimioembolizacion de
las heridas con toxina botulinica ha demostrado
su utilidad en el campo clinico con reportes de
casos en distintas areas del cuerpo, destacando
la cara. Estos estudios efectuados en primates
y seres humanos no muestran la fisiopatologfa
de cémo mejora la cicatrizacion, sélo evalGan
el resultado estético.>>

El estudio de la forma en que la toxina
botulinica tipo A (TBT-A) afecta el proceso de
cicatrizacién no se ha confirmado. Estudios ex-
perimentales proponen que la TBT-A mantiene
a los fibroblastos en fases GO-G1 y disminuye
el proceso de mitosis y del desarrollo de vasos
sanguineos.® Esta hipétesis se ha confirmado en
modelos experimentales” y se ha demostrado
que la expresion de genes modificadores de fi-
broblastos de cicatrices hipertréficas disminuye
en cultivos de fibroblastos en vivo.?

Con estos antecedentes disefilamos este es-
tudio, que tiene como objetivo evaluar el efecto
que tiene la TBT-A dentro del microambiente
de una herida, identificando la angiogénesis en
un modelo murino experimental.

MATERIAL Y METODO

Se realiz6 un estudio prospectivo, aleatorizado,
doble ciego que incluyé un total de 20 ratones
BALB/c de una misma cepa. El nimero de
animales de experimentacién fue decidido
por conveniencia de los autores, el 50% eran

hembras. Los ratones se distribuyeron en cua-
tro grupos: el grupo 1 con seis, el grupo 2 con
cuatro, el grupo 3 con cinco y en el grupo 4
con cuatro. Los resultados histopatoldgicos de
19 ratones se incluyeron y hubo una defuncién
en el grupo 4. Cada grupo fue sometido al
mismo procedimiento experimental. El grupo
1 se sacrificé al tercer dia, el grupo 2 al sexto
dia, el grupo 3 al noveno dia y el grupo 4 al
décimo segundo dia.

Los animales se mantuvieron en cajas de
cuidado cada grupo, con alimento convencio-
nal y cuidados generales (agua, iluminacion,
ventilacion y cambio de aserrin). Los animales
de experimentacion fueron tratados mediante
las guias de Helsinki para experimentacién en
animales y la Norma Oficial Mexicana. Fueron
sacrificados después de la evaluacion final me-
diante método de intoxicaci6n.%1°

Descripcion del procedimiento
experimental

La distribucion de los ratones en cada grupo
se realiz6 de manera aleatoria por cada dia de
evaluacién. Cada ratén fue rasurado en el dorso
para lograr una identificacién de la columna
espinal; un investigador realizé un par de inci-
siones que comprometian epidermis, dermisy
tejido celular subcutaneo. Las heridas fueron de
2 cm cada una a la misma altura, a 1 cm de la
columna del ratén (la distancia entre cada una
de las heridas fue de 2 cm). Se proporcionaron
dos jeringas al investigador encargado de la
infiltracién y cierre de las heridas, una jeringa
con 2.5 Ul de TBT-A y la otra con 2.5 Ul de
solucién salina, cada jeringa rotulada con un
color: rojo con solucién salina y azul con TBT-A.
Se realiz6 la infiltracion de la solucién en cada
uno de los lados sin conocer el contenido de
cada jeringa: el lado derecho se infiltr6 en la
dermis con la jeringa roja y el lado izquierdo
con la jeringa azul. A todos los animales se
les realizé el procedimiento en forma cegada
por el cirujano. Después de la infiltracion se
cerraron las heridas con dos puntos simples
de sutura no absorbible monofilamento (Nylon
5-0) y se lavo con aguay jabon. Se comprobd la
sobrevivencia del animal al procedimiento, se
administr6 analgesia y antibidtico y se regresé
a su jaula de cuidado.
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Valoracion histologica
de las muestras

Dependiendo del grupo de estudio se realizé
la toma de la biopsia, se realizé reseccién en
huso de la lesién en su totalidad con bordes
de 5 mm. Una vez tomada la biopsia se sa-
crificaron los modelos de experimentacién
mediante intoxicacién con opioide (dosis letal
de fentanilo). Las muestras fueron colocadas en
formol al 10% y se evaluaron en las primeras
48 horas posteriores a la toma de las mismas.
Se procesaron con tincién de hematoxilina y
eosina y corroboraron con inmunohistoquimica
CD 34. La decisién de utilizar este inmunomar-
cador fue porque ha sido identificado en células
endoteliales tanto de la dermis papilar como
reticular.”’ Se realizaron cortes transversales
para su inclusién en procesador automatico
histoquinete para bloques de parafina cortados
en secciones de 4-6 um.

La valoracién de la angiogénesis se realizé
mediante el promedio de vasos de neofor-
macién identificados por microscopia de alto
poder a seco fuerte (objetivo de 40x) medidos
en cinco campos diferentes. Todo el proceso
de evaluacién histopatolégica estuvo cegado
para el evaluador.

Analisis estadistico

Se utiliz6 el paquete estadistico SPSS version 23
(SPSS, Inc., Chicago IlI). La cuenta de vasos de
neoformacion se expres6 en medias y desvia-
cion estandar (DE). Para demostrar diferencia
entre los grupos experimental y control, con-

Cuadro I. Diferencia de conteo de vasos sanguineos entre el lado

control y el lado experimental (TBT-A).

Grupo

TBT-A Solucién salina
Célulaestudiada  Dia  (experimental) (control) Valor de p
Angiogénesis 3 5.1+1.50 13.50 +3.39 0.001
6 5.30+0.94 525+221 0.969
9 6.74 £2.93 7.18+1.52 0.776
12 4.95+0.75 8.67+1.05 0.002
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trastados con sexo y dia de evaluacion, se uti-
liz la prueba t para muestras independientes.
Los valores de p < 0.05 fueron considerados
significativos.

RESULTADOS
Evaluacion clinica de las heridas

Las heridas fueron evaluadas de manera clinica,
se tomaron fotografias clinicas de las heridas y
se documenté cada lado. No se encontraron
diferencias al momento de realizar la evalua-
cion clinica de las heridas mediante una escala
subjetiva.

Efecto de la TBT-A en la formacion
de nuevos vasos sanguineos

Se evalud la angiogénesis por medio de tincién
de hematoxilina y eosina y se corroboré con in-
munohistoquimica. Se tomaron como positivos
todos los vasos rodeados de células endoteliales.
El grupo experimental presenté mayor angio-
génesis en el primer y Gltimo dia experimental
con diferencia significativa (Cuadro I). Durante
el dia tres y seis de la evaluacién no se pudo
demostrar diferencia significativa entre ambos
grupos, sin embargo, hubo menos proliferacién
de vasos sanguineos en el grupo experimental.
Se realiz6 medicién por tiempo de evolucién
de la angiogénesis (Figura 1), demostrando una
tendencia positiva en la formacién de vasos
sanguineos en el grupo experimental y estuvo
en descenso en el grupo control (Figura 2).

Los resultados de comparacién de medias
del conteo de formacién de nuevos vasos
sanguineos en cada grupo de tratamiento y
dia de evaluacién estan agrupados en la figura
3. Al momento de evaluar las muestras histo-
patoldgicas, los vasos sanguineos del grupo
experimental mostraron una distribuciéon mas
homogénea.

DISCUSION

Este estudio demuestra el efecto de la TBT-A
en la angiogénesis de una herida cerrada por
primera intencién en las etapas iniciales de la
cicatrizacion, evidenciando un aumento del
ndmero de vasos sanguineos de neoformacion.
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Figura 1.

Promedio de angio-
génesis por dia de
seguimiento en cada
grupo de estudio.

Figura 2.

Diferencias en las
medias de la cuenta
de angiogénesis por
grupo y dia. Hubo
diferencia significa-
tiva los dias 3 y 12.
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La TBT-A ha demostrado su utilidad como
tratamiento en miltiples enfermedades
donde destacan el blefaroespasmo, torticolis
espasmddico, distonfas e hiperhidrosis axilar
y palmar, entre otros. Su mayor indicacién y
uso es para disminuir las lineas de expresion
glabelares y frontales en el campo estético.'>
Sin embargo, en los dltimos 10 afos, el uso
de TBT-A para disminuir la apariencia de las
cicatrices ha crecido considerablemente. La
justificacion de esto es la disminucién de la
tensién superficial de las heridas, que dismi-
nuye la isquemia en los bordes y promueve
un mejor microambiente (disminuyendo la
hipoxia e isquemia). La mejoria de las cicatri-
ces se debe a una inhibicion de la contraccién
de la musculatura por debajo de la herida,
lo que mejora el microambiente debido a la
disminucion de la tensién de la herida y me-
nor hipoxia.’>1® Ademds, la TBT-A aumenta
la sintesis de factor de crecimiento de vasos
sanguineos (VEGF), substancia P, y gen regula-
dor de la liberacion de calcitonina (GRLC), los
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cuales generan un estimulo para el desarrollo
de vasos sanguineos.!”

Nuestro estudio fue disefiado con carac-
teristicas de disefios previos, pero innovando
en aspectos metodoldgicos. La seguridad al
administrar dosis de 2.5 Ul en cada una de
las heridas se bas6 en estudios experimentales
previos en murinos que han demostrado segu-
ridad al administrar dosis incluso mayores. 819

La mejoria de la expresién de vasos san-
guineos utilizando TBT-A se ha demostrado en
modelos experimentales de retardo de colgajos,
con mejor sobrevida del colgajo después de la
aplicacion perivascular de TBT-A.'” La mejoria
en la expresion del VEGF se ha corroborado en
otros modelos experimentales.?!

La TBT-A mejora el microambiente de las
heridas creando un aumento en la expresion de
RNA mensajero de CD31y VEGF. La mejoria de
la hipoxia es un estimulo directo a la formacion
de nuevos vasos sanguineos y es algo que se
mantiene a lo largo del tiempo; esto explica el
aumento en la angiogénesis que encontramos
en nuestro modelo durante nuestro estudio.?

El efecto de la TBT-A en la angiogénesis es
dosis dependiente. Gugerrell y colaboradores?®
realizaron un estudio experimental para evaluar
la proliferacién de vasos sanguineos in vitro;
utilizaron un control y tres grupos con TBT-A
a distintas concentraciones (1, 10 y 20 Ul/mL).
La angiogénesis en los grupos con 1y 10 Ul/

£

Figura 3. Identificacion de vasos sanguineos. Las fle-
chas muestran los vasos sanguineos de neoformacion
rodeados de un importante infiltrado inflamatorio y al-
gunos fibroblastos.
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mL mostraron mejoria de la angiogénesis, pero
a dosis mayores (20 Ul/mL) la angiogénesis
disminuy6 de manera significativa. Esto com-
prueba que el efecto positivo en la angiogénesis
utilizando la TBT-A es dosis-respuesta.?® La con-
centracion que utilizamos en nuestro estudio
fue de 5 Ul/mL, corroborando la congruencia
con este modelo. La dosis respuesta se ha com-
probado incluso en forma molecular, mostrando
una mayor expresion de genes favorecedores
de angiogénesis con dosis tope de 10 Ul/mL.%3

Estos hallazgos son importantes no sélo
al momento de evaluar la angiogénesis. Una
mejor angiogénesis implica mejorfa en la inte-
gracion de distintos tejidos como la grasa y los
injertos cutdneos.?!

Ademas de su efecto positivo sobre la
angiogénesis, la TBT-A ha demostrado tener
un efecto protector en modelos de isquemia-
reperfusion, disminuyendo el efecto de dafo a
los vasos en estos modelos. Con esto se podria
justificar el uso de la TBT-A incluso de manera
profilactica en situaciones donde la vascula-
ridad se encuentre comprometida, como en
colgajos o injertos.?*

CONCLUSIONES

La toxina botulinica tipo A modula las etapas
iniciales del proceso de cicatrizacion de las he-
ridas al disminuir la proliferacién de fibroblastos
y migracion de células inflamatorias, aumen-
tando al mismo tiempo la angiogénesis. Los
resultados de este estudio abren una linea de
investigacién para demostrar el beneficio con
el uso de toxina botulinica tipo A en procesos
patoldgicos durante la cicatrizacién.

Limitaciones del estudio

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones:
primero, el nmero de animales sometidos a la
aplicacion de TBT-A es pequeno; esta muestra
fue calculada a conveniencia porque no se
tienen estudios similares para permitir el andlisis
de muestra estadistico. En segundo lugar, la
dilucién de la TBT-A utilizada en este trabajo
fue obtenida de estudios previos, sin embargo,
no podemos asegurar que otras diluciones no
tengan efecto en la angiogénesis; esto se debera
valorar en estudios posteriores.
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