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1.- INTRODUCCION.

Las células de un organismo superlor, de acuerdo a
su capaclidad de regeneracién pueden clasificarse como -
células labiles, células estables y células permanentes
[Robbins, 1973].

Las células l&biles se reproducen constantemente y
constituyen a aquellos tejidos que sufren recambio con-
tinuo o que son sustituidos por fen6menos naturales, =--
Constituyen la mayor parte de las superficies epitelia-
les, las células linfoldes y las hematopoyéticas.

Las células estables no se reproducen en condicio-
nes normales, pero su capacidad de regenerar puede ser
activada bajo determinadas circunctancias como ta pro--
duccién de una herida, Las células que constituyen el -
parénquima de algunas viceras y en especial las del hi-
gado son ejemplos de células estables.

Las células permanentes carecen de la capacidad de
dividirse y por lo tanto de regenerar al tejido que ~-~-
constituyen, Estas células se encuentran representadas
por las del sistema nervioso y las de la musculatura 11
sa y estriada.,

Sin la capacidad de regeneraci6n, los tejidos cons
tituidos por células permanentes solo pueden restable =«
cer la continuidad perdida por una lesién a través del
proceso de cicatrizacién, en el cual el hueco de la he-
rida ser8 llenado con un tipo de tejido particular no -
especlial izado denominado tejido conectivo.

Tebricamente la perdida de la capacidad de regene-
raci6én de un tejlido puede obedecer a la completa dife~-~
renciaciédn de sus células resultado del desarrollo em--
brionario, que suele excluir la posibilidad de ulterio-
res divisiones celulares en los tejidos mds especializa
dos [Schwartz, 19771.



(2]

Sin embargo resulta notable el hecho de que el de-
sarrollo completo en algunos vertebrados no termina con
la capacidad de regenerar tejidos especializados, como
sucede en la regeneracién de la totalidad de un miembro
amputado, Los anfibios urodelos como el ajolote y la sa
tamandra ejemplifican esta condiciébn y regeneran miem =
bros perdidos en todas las etapas de su desarrollo,

Por otro lado, el desarrollo parece excluir ta po-
sibilidad de regenerar miembros perdidos en los anfi --
bios anuros. Estos exhiben regeneracién epimé6rfica* en
estadios larvarios, pero excepto clertas formas acuati-
cas [ Xenopus, Hymenochirus ], esta habilidad se pierde

con la metamorfosis [Thornton, 1968].

Aparentemente, los cambios inherentes a la metamor
fosis con el consigulente aumento en la complejidad or-
g&nica terminan con la posibilidad de regeneracié6n en
los anuros; este grupo representa a el Gnico ejemplo co
nocido disponible de la perdida sGbita de la capacidad
de regeneraci6n epimérfica.

Siendo la restauracién una propiedad escencial de
los seres vivos con la cual se enfrentan continuamente
a las adversidades del ambiente en que habitan,los anu-
ros deben responder a la necesidad de restablecer la --
continuidad de sus tejidos cuando estos llegan a lesio-
narse. Para ello existen dos posibilidades: que posean
la capacidad de regenerar tejidos individualmente aun
cuando carecen de la capacidad de regenerar miembros -
completos, o bien, que la continuidad se restablezca
por medio del proceso de cicatrizacién tal como ocurre
en los tejidos constituidos por células permanentes co

mo el mGsculo esquelético en mamfferos.

* E) termino epimorfosls fué Introducido por Morgan en 1901 para
designar la regeneraci6n de miembros perdidos entre los anfi==
bios y diferenclarla de la reorganizacién del tejido residual
com@n entre los invertebrados, a lo cual llamé morfoléxis --

[Schmidt, 1968].
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La intencién del presente trabajo es determinar la
forma de restauracién del mésculo esquelético de rana y
compararlo con el proceso reparativo comlGn entre los ma
mfferos y denominado cicatrizacién.

La idea de comparar dos organismos filogenéticamen
te apartados, se desprende de la antigua noci6n de que
la capacidad regenerativa es dependiente del nivel de =
organizacibn y que encuentra su origen en las ideas de
Prizbram [1909], quien afirmaba que la regeneracién es
una propiedad de los organismos, la cu8l es progresliva-
mente menos aparente en aquellos grupos los cuales ocu-
pan posiciones altas en 1a escala filogenética [citado
por Vorontzova, 1972 p&g. 401].

Es posible que cuando los primeros peces invadie--
ron el medlio terrestre, los cambios que dicho aconteci-
miento trajo consigo condujeron, entre otras muchas co-
sas a un aumento progresivo en la complejidad y con es~
to a la perdida paulatina de los poderes de regenera --
cién,

Cuando el renacuajo a través de la metamorfésis se
convierte en una rana adulta y pierde la capacidad de -~
regenerar miembros perdidos, nos ayuda a comprender lo
que tal vez pudo ocurrir hace millones de afios; si la -
perdida tuvo lugar de ésta forma, la importancia de tal
hecho radica en que resulta profundamente lamentable,

Para los fines del presente estudio, es Importante
delimitar el significado de los términos de reparacién
por cicatrizaciébn y regeneracién, Si el hueco de la he-
rida es llenado con tejldo distinto del original, el fe
némeno se denomina reparacién por cicatrizaci6n. Si por
otro lado la continuidad se restablece con tejido igual

al original, el fenémeno se denomina regeneracién.
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2,- OBJETIVOS,

Conparar el proceso de restauracién de mGsculo es-
quelético de conejo con el de rana, determinando sus di
ferencias y semejanzas,

Determinar si la perdida de la capacidad de regene
rar miembros perdidos en anuros postmetamérficos como -
la rana ha dado como consecuencia la adopcién de la ci-
catrizacién tisular para restablecer la continuidad del
msculo y a través de los resultados establecer si la =
capacidad de regeneraci6n se pierde por completo con la
metamorfésis o si por el contrario se conserva el poder
de regenerar tejido muscular esquelético de forma indi-
vidual,

Inferir sl el desarrollo ontogenetico de la rana y
la consecuente especfallizacién de los tejidos, resulta
en la perdida total de la capacidad de regeneracién,
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3.~ GENERALIDADES,

al Curso normal de la cicatrizaciédn de mamfferos.

La descripci6n del proceso de clerre de una herlda
se ha efectuado principalmente en organismos superiores
incluyendo al hombre, e independientemente del tipo de
te}ido afectado es posible delimitar para una mejor ex-
posicibén del fenbémeno, cuatro grupos de eventos que no
obstante ser descritos por separado se encuentran estre

chamente relacionados y que son:

Hemostasia y formaclién de una costra.

Actividad de célulag de respuesta inflamatoria y -

fibroblastos.

Neoformacién vascular,

Depbsito de sustancia intercelular y fibras.
Hemostasia y formaci6n de una costra.

El evento mds comOn gque sigue al dafo tisular es -
la ruptura de vasos sangufneos con la hemorragia resul-
tante. En las regiones lesionadas de los vasos, las pla
quetas se adhieren y forman un trombo blanco que tapona
la salida de Ja solucién de continuidad, a la vez que -~
producen vasoconstriccién local y espSsmo por la libera
cibén de S5-hidroxitriptamida.

La sangre extravasada ocupa el hueco de la herida
y da lugar a un coflgulo que tiene al principio el mismo
volGmen de la sangre en estado lTquido, pero que al ca-
bo de cierto tiempo comlenza a deshidratarse y contraefr
se, separandose en dos porciones, una lfquida o suero y
otra, una trama de una protefna insoluble, ta fibrina -
que une tenuemente los bordes de la herida,

Al deshidratarse el co8gulo y separarse el suero,

se forma una costra.
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Actividad de células de respuesta inflamatoria y fibro-
bl&stos.

Unas cuantas horas después de producida una lesién
aparecen células inflamatorias como macr6fagos, linfoc]
tos y leucocitos polimorfonucleares en la vecindad del
&rea afectada. Sin embargo, las poblaclones de estas cé
lulas varian notablemente en el transcurso del proceso
reparativo, posiblemente de acuerdo a la funci6n que de
sempefan y que no siempre resulta ser inmunolégica.

Mientras tanto, fibrobldstos Jovenes invaden el §-
rea lesionada por medio de movimientos amlboides y pro-
venientes de la vecindad de los vasos donde permanecian
fijos, desplazandose a una velocidad de 0.2 ¢cm en 24 h,
Es posible que los fibrobl&stos también deriven de ~--
otras células indiferenciadas del fejido conectivo o ==
por proliferacién de fibrobl&stos preexistentes., En es-
ta etapa temprana de su actividad son células redondea-
das o piriformes, de citoplasma abundante y acid&flilo,
ndcleo esférico e intensamente bas6filo y bién delimita
do; poseen asf mismo capacldad fagocitaria y son denomi
nadosvpor algﬁnps autores histiocitos [Correa, et.al.,
1970]. ,

Es a partir aproximadamente del cuarto dfa de pro-
ducida la lesi6n, cuando los fibrobl&stos asumen la fun
ci6n de sfntesis de fibrillas intersticliales y se trans
forman en elementos bipolares, de citoplasma menos abup
dante, nGcleos en punta y dispuestos en direcci6n per=-
pendlchlar a las asas capilares neoformadas., Esta fase
de intensa produccién de fibras decrece paulatinamente
hasta que aproximadamente al octavo dfa disminuyen en -
tamafio y en nGmero y se distinguen como elementos alar-
gados de nﬁcleo hipercromdtico distribuidos en escaso -
nGmero entre las flbras conjuntivas [col&gena y reticu-
lina] completamente desarrolladas.
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Neoformaclén vascular.

Las primeras yemas capilares aparecen en el &rea -
de la lesién desde el segundo dfa de producida, y se de
rivan de células endoteliales de los vasos vecinos al &
rea, apareciendo primero como pequefias prolongaciones =
que paulatinamente adquieren una ltuz en la que es posi-
ble apreciar eritrocitos. Algunas yemas capilares nunca
llegan a tener circulaci6n definitiva, por lo que se de
generan y reabsorben; las dem&s adquieren circulaci6n vy
pronto se diferencian en capilares, venulas y arterio--~
tas.

El m&ximo de formacién vascular se alcanza aproxi-
madamente al sexto dfa de producida la lesién, y en ese
momento el 4rea presenta mds vasos que cualquier otra -
del organismo. Los capilares entonces pueden sobresalir
de la superficie lesionada y ser visibles macroscépica-
mente, constituyendo lo que se denomina tejido de granu
lacién.

Progresivamente los vasos disminuyen su calibre y
su nGmero, hasta que aproximadamente a los diez dlas de
Iniciado el proceso de cicatrizacion, la involuci6n vas
cular alcanza su méximo y solo se observan algunos capi
lares de calibre muy pequefio, entre las bandas de téji-

do conectivo,

Dep6sito de sustancia intercelular y fibras.

Desde las primeras etapas del proceso de clcatriza
ci6n es posible encontrar cantidades progresivamente al
tas de mucopolisaciridos que representan gran parte de
las mucoprotefnas de la sustancia fundamental de) teji-
do conjuntivo, Al mismo tiempo es notable la presencia
de amino&cidos como la glicina y la prolina, gue junto
con fos mucopolisacdridos representan la fase de sustra
to, en el cual se estén depositando los elementos que -
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formardn las fibras de coldigena. Esta fase se inicia =--
desde las 24 h. después de producida la lesién y dura 3
proximadamente cinco dias.

En una segunda fase las fibras colé&genas maduran y
a partir de) quinto dfa se inicia su franca deposita -~
cl6n hasta llegar a la cicatrizaci6n completa. Al mismo
tiempo, es notabie un incremento en la resistencia de -
la cicatriz a Ya tensié6bn, relacionada con el aumento de
fibras colagenas en la herida.

Cuando se ha concluido el proceso de clicatrizacidn
aproximadamente 12 dias después de iniclado, el &rea re
presentada por una cicatriz es relativamente slmple, es
declr, existen muy pocos vasos de calibre pequefio, asf
como escasos fibrocitos esparcidos entre abundante can-

tidad de fibras col&genas.

b} Generalidades sobre la regeneracién en anfibios.

La mayor parte de los estudios sobre regeneracién
en vertebrados se llevan a cabo en anflbios, y més espe
cificamente en urodelos., La regeneracién de un miembro
perdido en estos organismos se utiliza comunmente como
prototipo de este fenémeno, puesto que es posible deter
minar por separado la forma de regeneracién de los tejl
dos que constlituyen el apéndice.

A continuacién se describe brevemente los aspectos
m&s importantes de la regeneracién de un miembro amputa
do en anflbios urodelos y algunas caracteristicas gene~
rales de la regeneracién de la musculatura estriada.

Unos minutos después de la amputacién, un colgulo
cubre la superficie del muii6n, Durante las horas subsi=-
gulentes, una migracién de células epidermicas del &rea
contigua a la lesién cubre ta superficie de amputacién,
formando el denominado epitelio de la herida. A su vez,
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una apreclable respuesta inflamatoria se Inicla y contl
nua por varlos dias.

El epitelio de la herida provoca cambios aparentes
en la forma del mufdén de amputaci6n, debldo a un progre
sivo engrosamientc de las c&lulas epiteliales que cre =~
cen por mitosis.

Unos dlez dias después de la amputacién y bajo el
epitello de la herlda, sebaprecta un crecimiento en for
ma de cono que constituye el llamado blastema de regene
raclén constituida por 1a acumulaclién de un tipo espe~--
clal de células Indiferencladas llamadas blastémicas, -
y que en conjunto sirven de base y origen para la subse
cuente morfogénesis del nuevo miembro y de los te]lidos
que 1o forman, es decir, se difcrencian para dar lugar
"a el nuevo cartllago, hueso, mdsculo etc.

Sin embargo, aparentementé existen dos vias para -
la regeneracién de la musculatura estriada en.urodelos:
[1] formacién de novo de miofibrillas a partir de célu--
las blastémicas y [2] a partir de células iunlnucleadas,
mitoticamente activas denominadas mioblastos., [Schmidt,
1968].

De 10 a 15 dias después de la lesién, es posible -
observar la fusién de mioblastos en comblejos denomina~
dos micsimblastos o miotubulosvmultlnucleédos precurso-
res de futuras fibras [Sloper, J.C., & Partridge, T.A.,
1980].

La completa restauracion de la musculatura depende
ra en gran medida del crecimiento de te]ldo conectivo -
en el sitio de la lesiédn. La regeneracién procede mejor
si e! crecimiento de este tejido no es excesdwo [Voron-

tzova, 1976].

c] Poblacliones celulares y su papel en la clcatrlzaci@n.
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En el curso de la cicatrizaci6én de una herida, di-
ferentes tipos de células participan activamente en la
induccibébn y contro! de los procesos de hemostasia, in--
flamacién, proliferaci6n celular y deposito de fibras.
Estas células aparecen a diferentes tiempos y sus pobla
ciones varfan notablemente de acuerdo al estadio en que
se encuentre el proceso reparativo.

A continuaci6n se realiza upa descripcién general
de las principales c€lulas que comunmente se pueden en-
contrar en el lugar en que se lleva a cabo el proceso -

de clcatrizacién,

Monocitos,

Los monocitos son leucocitos que se caracterizan =-
por ser células relativamente grandes, que pueden medir
hasta 10 micra de didmetro: poseen nlicleo excéntrico, -
de forma ovoide, reniforme o en herradura, no se colo-~
rea tan Intensamente como en los linfocitos, por la dis
posicién menos compacta de su cromatina, su citoplasma
es abundante y contiene grinulos gue son principalmente
lisosomas.

Los monocitos son en escencia células fagocitarias.
Alrededor de las primeras 12 h. después de producida u-
na herida, los monocitos aparecen en el &rea y es enton
ces cuando reciben el nombre de macr6fagos [hace ya va-
rios afios que Carrel demostrd que monocitos y macré6fa--
gos son una varlacién funcional de un mismo tipo celu--
lar (Carrel, 1926)].

Los macr6fagos en la herida remueven grén parte de
los debris tisulares por ingestién. Para el caso, son -
capaces de sintetizar protefnas, principalmente enzimas
que se utilizan en la fagocitosis, durante la fase in--
flamatoria del proceso de cicatrizacién. Entre estas en
zimas se encuentran colagenasas, y hay evidencla de que

los macr6fagos son capaces de degradar col&gena intrace



[11)

lularmente, seguida de fagocitosis de fibras de col&ge-
na [Hunt, et.al., s.a.; Diegelmann, Cohen & Kaplan, 19
81].

Reclientes datos sefalan que otro papel importante
de los macr6fagos en la cicatrizacién puede ser la in--
ducciébn de la proliferacién de fibrobl&stos [Leibovich
¢ Ross, 1976); Al provocar monocitopenia por la adminis
tracién de suero antimacrofégico e hidrocortisona, la -
migracién de fibrobl&stos y el deposito de sustancia in
tercelular en organismos de experimentaci6én se ven nota

blemente alterados.

Neutr&6filos.

Los neutréfilos son leucocitos polimorfonucleares
que tienen en el humano de 7 a 9 micra de di&metro. Com
prenden de 65 a 75% del total de leucocitos. En general
se cdracterizan por poseer un clitoplasma abundante que
incluye gr&nulos neutrofflicos que son un tipo especlal
de lisosomas que contienen principalmente hidrolasas. -
Sus nucleos son notablemente polimérficos, lobulados, -
en los cuales no se observan nucleolos. Las lobulacio--
nes del nGcleo pueden variar mucho y se encuentran uni-
das por pequefias prolongaciones de cromatina., Sus afini
dades tintorias pueden variar notablemente de una espe-=-
cie a otra, por lo que se les ha llamado también hetero
cromdfilos,

La funci6én m&s comGn de los neutr6filos es la de -
fagocitar particulas pequefias, como bacterias y otros -
organismos asf como complejos antfgeno-anticuerpo; cons
tituyen la primera Ifnea celular de defensa contra orga
nismos invasores y son muy notables desde las primeras
etapas de la cicatrizacién, Sin embargo, resultados ob-
tenldos con suero antineutr6filo indican que en la au--

senclia de una infecci6én severa, la cicatrizacién en los
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organismos aneutr6filos procede de manera idéntica que
en organlsmos normates [Simpson & Ross, 1972].

Se ha mostrado también que la presencla de neutré-
filos no es necesaria como estimulo para la aparicién -
de monocitos, cs decir, su presencia no determina Ja a-

parici6n de otros tipos celulares en la cicatrizacio6n.,

Eosiné6filos.

Los eosinéfilos en el hombre tienen de 9 a 10 mi--
cra de didmetro y representan del 2 al 4% del total de
leucocitos. Se caracterizan porque su nGcleo es general
mente bilobulado y su citoplasma Incluye grédnulos de na
turaleza enzimdtica que tifien intensamente con los colg
rantes §clidos. Estos grédnulos se ha comprobado contie--
nen peroxidasas y otras enzimas hidroliticas, por lo =--
cual son de naturaleza lisosémica.

Los eosin6filos se cree fagocftan complejos antfge
no~anticuerpo y su nGmero aumenta en algunos trastornos
alérgicos y en enfermedades parasitarias.

Recientes investigaciones demuestran que los leuco
citos eosindfilos pueden participar activamente en la -
cicatrizacién, aparentemente en lo que se refiere a la
remodelaci6bn de la coldgena en la cicatriz., Estos he -~
chos se apoyan en el descubrimiento de actividad colage
nasa en eosin6filos y en la observaci6n de que en el --
proceso de cicatrizacién aumentan considerablemente en-
tre los 7 y 14 dias después de producida la lesién, pe-
riodo de intensa sfintesis y remodelacidén de la coldgena
[Shoshan, 1981].

Fibrobl4stos.

Los fibrobl&stos representan la especle celular t]
po del tejido conectivo y participan activamente en el
proceso de sfntesis de fibras y de la matriz intercelu-
lar que constituird finalmente la clcatriz, Su papel de
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termina en Gltima instancia el curso de la cicatriza ~-
cibn.

Su aspecto puede variar a razén del estado de desa
rrollo en que se encuentren. Generalmente son cé&lulas ~
grandes y planas, extensamente ramiflcadas, de aspecto
fusiforme, cuyas prolongaciones son largas y delgadas.
Los bordes celulares son en sf imprecisos y su citoplas
ma es basé6filo.,

Los fibroblastos de la cicatrizacién son alargados
con sus ejes paralelos a las bandas de te]ido conectivo,
Sus organelos citoplasmicos se encuentran polarizados,
sugiriendo que sus productos secretorios estdn relacio-
nados con las partes terminales de la célula [Alexander
et.al., 1930]. Son abundantes en la vecindad de los va-
sos neoformados y sus prolongaciones citoélasmicas pue~
den tedirse fuertemente con impregnaciones argénticas,
por lo que se cohocen como argirdfilas,

Al final del proceso de cicatrizacidn, los fibro--
blsstos se transforman en cé&lulas m&s pequefias y de ni-
cleo hipercromitico, que se distinguen en escaso namero
entre la densidad de fibras, Reciben entonces el nombre
de fibrocitos [Correa et.al., 1970].

d] Poblaciones celulares en la regeneracién de anflbios,

A un gran namero de células se les atribuye una in
tervencién directa o indirecta en el fenbmeno de regene
racidn, si bien gran parte de la informacié6bn disponible
es contradictoria.

A continuaci6n se describe brevemente la participa
clén de las células més importantes en la regeneracién
de apendices en anfibios y en la regeneracidn de fibras

musculares,
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Células blastemicas.

Quiz& la especie celular mds Importante en }la fegg
neracién tisular en anfibios est& representada por las
llamadas células blastémicas. Su presencia es tan carac
teristica de este fen6meno como lo pueden ser les fibro
bl&dstos en la cicatrizacién de las heridas. Se asume --
que se trata de ctlulas que permanecen indiferenciadas
durante el desarrollo y en las etapas adultas estan }--
nactivas hasta que el estfmulo apropiado las induce a -
entrar en actividad de diferenciaci6n hacia diferentes
vias. Son especificas para cada tejido y se encuentran
distribuidas a través dentro del cuerpo del organismo =
hasta que se agregan en el sitio de la amputacién for--
mandoc el )}lamado blastema de regeneraci6n [Brookbank, -
1978].

La funcién de las células blastemicas parece estar
confinada a la formacién de otras células especializa-~
das a través de su diferenciacion. Son éstas las respon
sables directas de la. conformaci6én de los tejidos que‘-

constituiran el nuevo miembro,

Células epiteliales,

Como un mecanismo de proteccién casl inmediato, -~
después de producida una lesién las células epitellales
cubren la superficie expuesta formando el 1lamado epite
1io de 1a herida [Repesh et.al., 1980]., Sin embargo la
funcién de estas células parece ir mucho m&s lejos. Bas
te deélr que si el epltelio de la herida es removido, -
la regeneraci6n se interrumpe.

Aparentemente la morfogénesis del nuevo miembro se
realiza gracias a la Interaccién [transferencia de est]
mulos] entre las células blastemicas y el epltelio de =
la herida [Schmidt, 1968], es decir, como si Yas célu-~
las epiteliales '"digeran' a las blastemicas como deben
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comportarse.

Existen otras funciones a las cuales parecen estar
destinadas las células epiteliales, de las cuales dos -
muy importantes son las siguientes: primero, son capa~-~
ces de producir enzimas que degradan col&gena y regulan
su cantidad y segundo, producen un factor de crecimien-
to cuyos efectos se han demostrado unicamente in vitro -
[Shoshan, 1981},

Mioblastos.,

Para la mlogénesis, en la etapa embrionaria, del

mesénquima primario se originan células llamadas mio =~
blastos, precursores de fibras musculares [Minguetti, -
1980]. Células mononucleadas idénticas toman parte en =
el proceso de regeneraci6n muscular, aunque su origen =
para algunos autores desde este punto de vista puede en
contrarse en los nGcleos de la fibras musculares afecta
das [Reznik, 1969].

Nueva evidencia apoya la cohcluslén de que la rege
neracidn de las miofibrillas recapitula muchas de las =
actlQidades asociadas con el .desarrollo del masculo. De
esta forma, el origen de las fibras en desarrollo es -~
tempranamente somftico o a partir del mesénquima prima-
rie, después, en las etapas adultas es posible que mio-
blastos de reserva puedan intervenir en la regeneraci6bn
del masculo esquelético [Schmidt, 1968]. Como se mencio
n6 en otra parte, el mGsculo esquelético también se or]i
gina a partir de células blastémicas, es decir, es pos]
ble que tenga un doble origen [idem. supra.].

De ta morfologfa de los mioblastos existe poca in-
formacli6n, pero puede decirse en base a la observacién
de fotograflas, que se trata de células fusiformes, muy
alargadas y de nGcleo central, grande y redondeado. Se
localizan generalmente en grupos de cuatro o mis célu~=-
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las estrechamente asociadas [Glynn, 1979].

Células sanguineas.

La busqueda de los factores que regulan e influen-
cfan la regeneracién de miembros perdidos en anfibios,
ha llevado a los investigadores a poner atencién recien
temente en las células sangufneas. Esta nocién deriva -
de los descubrimientos scbre la inmunoestimulacién de -
la médula é6sea, que puede conduclr a la formaci6én de -~
crecimientos tumorales y a la induccién de la regenera-
ci6n [Sicard, . 19821,

Un descubrimiento Interesante es aquél que demues-
tra que durante la formacién de el blastema de regenera
clén, las células sangufneas circulantes se reducen no-
tablemente.rlo que ha llevado a suponer que estas célu-
las son las precursoras de el blastema de regeneracién
en anfibios. Sin embargo, una objecién para esta supos]
cién es el hecho de que el decremento en la cantidad de
células sngufneas circulantes puede obedecer a muchas o
tras causas, Incluso, a la migracién preferencial de dj
chas células hacia el lﬁgar de la lesién, respondiendo

a el proceso Inflamatorio normal.



[17]
§,~ MATERIAL Y METODO.
a) Organismos de experimentacisn y musculatura utlliza~-

da.

Mamifero: Lepus cuniculus

MGsculo: Latissimus dorsi

A continuacién se muestra el mGsculo seccionado vy
la relacién que guarda con otros masculos cercanos. Se

muestra también la disposicién del corte.

A)l Latissimus dorsi B) Trapeclo
¢] Peltoides. D] Mésculos Intercostales,

E} Triceps,
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Anfibio: Rana sp.

MGsculo: Oblicuo externo

Vista ventral, Relacién de la musculatura y dispo-
sicién del corte.

A] Oblicuo ekté}né. B} Dorsal largo.

€] Dorsal ancho, D] lleococcigeo,
E] Recto anterior del muslo. F) Glateos.,
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b} Procedimiento de cirugfa.

Sobre el mGsculo elegido se efectuaron cortes de -
0.5 cm., de largo por 3 o 4 mm., de espesor aproximadamen
te, perpendiculares a la direccion de las fibras, Para
el caso, se eligleron mGsculos de gran extensidén en re
laci6n a la talla del animal, para no afectar su dindmj
ca de forma considerable,

Se colocaron puntas de sutura exclusivamente a ni-
vel del tegumento, utilizando catgut crémico calibre (0
0).

* El material para la cirugla fué esterilizado en au
toclave y consto de: bisturl, pinzas de dientes de ra--
tbn y tijeras de Mayo.

Para los conejos, Ya anestesia utilizada fué clor-
hidrato de xilazina a razén de 6 mg./Kg., y clorhidrato
de ketamlna, a una dosis también de 6 mg./Kg. de peso ~
corporal.

En el caso de la rana, se utiliz6 como anestésico
éter dosificado por medio de un vaporizador,

Para 1a limpieza local en general se utilizaron -
cuaternarios de amonio. Para evitar infecciones ocacio
nales se aplico a los conejos penicilina G sodica y -~
procaina a razén de 30,000 u.i./Kg. de peso, asf como
nitrofurazona sobre la superficie de la pie)l incldida.

Las ranas fueron colocadas en una solucién 2% de

eritromicina soluble y unas gotas de azul de metfleno,

c] Diseccion del masculo.

Una vez efectuada la cirugla a cuatro conejos y -
cuatro ranas la diseccién del mGsculo se realizé a los
2,4,8 y 15 dias.

EV primer conejo y la primera rana se sacrifica--
ron a los 2 dias después de producida la lesi6bn y el §
rea de la inclisién en el mGsculo se aislé y se colocé
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directamente en el fijador. E! mismo procedimiento se -
siguié a los 4,8 y 15 dias.

d] FijJacisdn, inclusién y corte.

Fijaci6n. En todos los casos se utilizé formol al 10% -
durante 24 h.; en las coloraciones con Giemsa y Mallory
es necesario mordentar con fluido de Zenker.

tnclusién en parafina,

Deshidrataci6én: después de fijar el mGsculo, se de
positd unos minutos en alcohol 70% para retirar el fija

dor y se continué:

alcohol 80% 1 hora,
alcohol 95% 1-hora.
alcohot 100% tres o cuatrc cambios

de 1 hora cada uno.
Acltaramiento:
xileno 1 hora
Infiltracién:

Parafina fundida (57°¢) dos cam--
bios de 1.5 horas cada
uno.

Inclusién definitiva
Corte. El espesor de los cortes fué de 4 micra y se rea-

lizaron en un microtémo de rotacién.

e] Técnicas de coloracién.

Coloraci6én con hematoxillna y eosina.

Indicaciones: tincién general de rutina.
Fijaci6n: FormalinalQ}
Técnica: parafina.
Procedimiento: Desparafinizar (ver apéndice).
~Tefir con hematoxilina de Harris de | a 5 min. para co-
lorear el nacleo,
=~Enjuagar con agua comln para retirar el exceso de colo-

rante.
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~Hacer 2 o 3 inmerslones en alcohol &cldo para decolo--
rar las secclones, :
-Enjuagar con agua comln & chorro durante 1 min. para -
detener la accidén del &cido.

-Colocar las secciones en carbonato de litio de 30 5.60
seg. para aclarar el ntcleo,-~ - — h
-Enjuagar en agua comdn a chorro para retirar Ia solu--
ctén alcalina que puede inmibir la tincién &cida con -
eosina. '

~Contrastar con eosina mediante algunas Inmersiones pa-
.colorear el cltoplasma, |
-Deshidratar Jas secclones con alcohol 95%, alcoho! 100
2.1 min. cada una.

-Aclarar con xileno durante algunos min.

. ~Montar en b&lsamo de Canada.

Refarencla [Preece. |972]

lndicac{qnes: coloracién para detalles del nacleo,-
Diferenciaci6n de células, . .
fFijacién: formalina 10%. Las prepéraclones son mor-
. dentadas con el reactivo de Zenker, ! h.a
temperatura amblente,
Té&cnica: parafina,
Procedimiento:
~Desparafinizar las secciones como sefiala el apéndice.: .
-Reméﬁerucnlttales de: aloruro merctrico (ver apéndice)
-Colocar los cortes:en agua destilada.
-Colocar los cortes en la solucién de trabajo de Glemsa,
y dejarlos durante toda la noche.
-Retlirar los cortes del colorante y colocarlos en agua
destilada. Las secciones deben tener color obscuro.
-Diferenciar cada corte Indeldﬁalmente en alcohol 95%
al cu§) se ha afiadido de 10 a 25 ml. de colofonia 10%.
Se mantlienen las lamlnlllaé-en‘gqggggnte movimiento pa-
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ra que fa decoloraclén sea uniforme.

-Controlar la diferenciaci6n enjuagando las preparacio-
nes con alcohol 95% y observandolas al microscopio. De
tener ta decoloraci6n cuando el nGcleo aparesca azul -
brillante y el cltoplasma rosa pélido.

-Deshidratar en 2 o 3 cambios de alcohol absoluto.

-Aclarar en 2 o 3 cambios de xileno.

-Montar en bé&lsamo.

Referencia:[Mallory, 1938}.
Coloracién tricomica de Masson (Modificaclén de «-

Goldner-Foot}.

Indicaciones: tejido conectivo,
Fijaci6n: formalina 10%.
Técnica: parafina.
Procedimiento:

-Desparafinizar las secciones como sefiala el apéndice.

~Remover cristales de cloruro merchGrico.

~Colocar los cortes en agua destilada,

~-TeAlr con hematoxilina de Weigert por 3 a 5 min.

-Enjuagar con agua destilada y checar bajo el microsco-
pio. £1 nGcleo se obserQa ligeramente obscuro.

-Enjuagar éon agua destilada,

-Tefiir con la solucién de trabajo fuchsina-cromotropo-
orange G, de 5 a 30 min.

-Enjuaéar en &cido acético 0.2%

-Colocar en &cldo fosfothngstico 5%.de 3 a 5 min.

-Enjuagar en solucl6n de &cido ac&tico 0.2% por algu=--
nos min. para eliminar el &cido fosfotungstico y dife
renciar los tonos de color.

-Tedir con la solucién de verde brillante 0.12 de 5 a
20 min, {(en otros casos se pbede contrastar con azul
de anilina).

-Tratar con la solucién de &cido acético 0,2% durante

S min.



(23]

-Deshidratar en 2 cambios de alcohol 95% seguidos de 2
cambios de alcohol 100%.
~Aclarar en 3} cambios de xileno y montar en b&lsamo
Referencia:[Jones, 1950].
Coloracio6n répida de hematoxilina-&cido fosfotungs
tico {(P.T.A.H. ré&pida. Modificaci6én de $.P., Hicks).

Indicaciones: MGsculo estriado, nGecleos, fibrina, -

colagena.
Fijaci6n: formalina 10%. Tratamiento con fijador de
Bouln por 30min,

Técnlica: parafina.

Procedimiento:
~-Desparafinizar las secciones,
-Mordentar las seccliones en la solucién Bouin por 30 min.
-Lavar en agua comGn a flujo por 3 min. para remover el
exceso de Bouin.
-Transferir las secciones a la soluci6n alumbre de fie--
rro 5% y dejarlas ahf por 15 min.
-Dejar escurrir las secciones y colocarlas en la solu--~
cién de &cido ox8lico 5% de 5 a 10 min,
-Lavar en agua comln a flujo y colocar en agua destlilada
unos seg.
-Colocar las secciones en la solucién P.T.A.H. r&pida de
30 min. a 3 h. a 58°C.
~Revisar al microscopio y al tiempo de encontrar los no-
cleos azul brillante y claramente definidos colocar las
secciones directamente en alcohol é&tilico 95%.
-bDeshidratar r4pidamente en algunos cambios de alcohol =
95% seguidos de alcohol absoluto,
~Aclarar en varios cambios de xileno,
~Montar en b&lsamo.
Referencla:[Mallory,1938].

f} tdentiflicaclén de los elementos celulares y extracelu
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tares bajo el microscopio,

Un panorama general, que delimita perfectamente nd
cleo y citoplasma es conseguldo con la técnica de hema-
toxllina y eosina, Sin embargo, para detalles m&s preci
sas del nGcleo, espécificamente para la diferenclacién
de elementos celulares de la sangre resulta ser m§s G--
til la tincién con Giemsa, con la que se obtiene mayor
detalle en los contornos del ndcleo.

Los elementos extracelulares como puede ser la fi~-
brina,las fibras coldgenas y la musina del tejido conec
tivo son bien delimitados de los elementos celutares --
con las técnicas tricr6micas; con la técnica tricrémica
de Masson es posible distinguir perfectamente las fi --
bras coligenas, que se tifien de color azul o verde ya
sea si se utiliza como contraste azu! de anilina o ver-
de brillante.

La técnica de hematoxilina-8cito fosfotungstico de
Mallory (P.T.A.H) ofrece una observaci6n bastante deta-
11ada del tejido conectivo, ademds de que es posible ~--
distinguir el mGsculo estriado y al mismo tiempo apre~-
ciar bien los naGcleos de las fibras,

Las aflnidédes tintoreas de los elementos ceiula=--
res y extracelulares con las técnicas utilizadas se des
criben a continuacién.

Tincldn tricrémica de Masson, -

NGcleos: negros

citoplasma: rojo

colsgena: verde o azul

mus ina: verde o azul
eritrocitos: amarillos o naranja

Coloraciébn de Giemsa.

Nicleos: distintos tonos de azul
citoplasma: rosado
cuerpos de Inclusi6n: azul o lavanda
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Coloraci6ébn con hematoxilina-4cido fosfotungstico (P.T.
A.H).

NGcleos: azul

citoplasma: amarillo-rosa, cafe-rojo
col&gena: café

fibrina: azul

fibras eldsticas: pGrpura

mGsculo estriado: azul

Coloracién con hematoxilina y eosina.

Ndcleo: azul! claro brillante

citoplasma: rosa.
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5.=- RESULTADOS.
a] Cronclogfa comparada del proceso de reparacién del

mGsculo

Conejo 2 dias después de la lesién.

Aspecto del maGsculo, En estd etapa lo m&s notable
en el mGsculo afectado es la degeneracién de las fi-~-
bras musculares, que han perdido su aspecto com(n y se
han convertido en pequefios cGmulos de material amorfo
e hialino (fig 11)., A esta condicién se le da el nom--
bre de degeneraci6n de Zenker o simplemente degenerg=--
cién hilalina. ) ’

Los paquetes de fibras musculares cercanbs.tamw--
bién han sufrido cambios y se aprecian desgregados -y -
tefildos més intensamente, ademis de haber tomado un as
pecto ondulante o tortuoso, lo que sugiere que sufrie-

ron una fuerte contraccién.

Actividad Celular, Las células que se encuentran
en mayor nGmero en est& etapa son fibroblastos que se
observan emit]endo numerosas prolongaciones tenues, --
formando una extensa maya de tejido conectivo muy laxo.
Estos fibroblastos son mis numerosos en las zonas ter-
minales del mGsculo seccionado y su aspect;;segala que
se encuentran en un estadio temprano de pleha prolife~
racién.

Las células que siguen a los fibroblastos en abun
dancia son eritrocitos, que se encuentran concentrados
en gran nGmero en la regién terminal y entre las fl~--
bras reticulares de tejido conectivo (Fig. 12),

Otras cé&lulas menos abundantes e {ntimamente aso-
ciadas al maGsculo en proceso de regeneraclién son los =
macr6fagos, que se aprecian con dificultad por encon--
trarse confundidos entre la masa del! mGsculo hlatiniza
do.
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Es posible aprecliar también leucocltos polimorfonyu
cleares, principalmente neutr6filos, en grupos de 2 o 3

células distribuidas heterogéneamente,

Neoformaci6én vasculas., En ésta etapa aun no se a--
precian vasos de nueva formacién. Los que se observan -

son grandes y de paredes gruesas.

Depbésito de sustancia intercelular y fibras. La zo
na de discontinuidad del mGsculo seccionado se aprecia
considerablemente sustituida por tramas tenues de fl=--
bras reticulares que parecen poco a poco tomar el lugar
de las masas musculares en proceso de degeneraci6n. En
algunas regiones también es posible observar dep6sito ~
de sustancia que es m4s evidente en algunas preparacio-
nes tedfdas con P.T.A,H., donde se observa debilmente -
tefiido de café, color del tejido conectivo con ésta téc
nica (fig. 12)

Rana 2 dias después de la lesion,

Aspecto del mGsculo. Las fibras musculares en el &
rea de la lesidén se encuentran en pleno estado de dege-
neracién, tomando el aspecto hialino tfpico de la dege-
neracién de lenker., La fragmentacién de los paquetes de
fibras musculares es mds notable y extensa que en el ¢a
so del mGsculo del conejo y en lugar de la contraccién,
las fibras parecen haber sufrido un plegamiento sobre -
si mismas, por lo que también han adquirido una tonalj-
dad més intensa apreciada con claridad con la colora --

ci6én de Masson (fig. 13).

Actividad celular, En &sta etapa los fibroblastos

son comparativamente menos abundantes que para e! cone-
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Jo. Se encuentran sin embargo agrupadas en c@mulos com
pactos y en pleno estado de proliferaci6n, por lo que
se aobservan redondeadas y sus nﬁcleqs, aunque grandes,
tifen debilmente. Se localizan inscritos en una matriz
de sustancia y escasas fibras, masculo hialinizado y -
fibras emitidas por uno que otro fibroblasto maduro, -
fusiforme y de ndcleo bien pigmentado.

Otras células muy numerosas son las blastemicas,~
que asemejan mesenquimiticas. Tambidn se observan ma-
cré6fagos en namero considerable, de gran tamafio, con -
nGcleos grandes y ligeramente excéntricos; algunos pa-
recen contener granulos en su cltoplasma, lo que pudie
ra estar relacionado con su actividad de fagocitosis -
de los debris tisulares. También se observan leucocli-=
tos polimorfonuclieares, principaimente neutrofilos de
gran tamano (fig. 14).

Neoformacién vascular, Existen realmente pocos va
sos de nueva formacién en esta etapa, aunque son de =~=-
gran calibre y las células que se observan en ellos, -
principalmente eritrocitos y células endoteliales indl
¢an que ya han adquirido circulacioén,

Deposito de sustancia intercelular y fibras, Es =
posible observar numerosas fibras de col&gena de gran

“Mongitud, bien organizadas y que envuelven los bordes

de la herida. Son fibras muy gruesas y ondulantes, --
que parecen ser continuas con el tejldo conectivo que
rodea al mGsculo y que es proplo de éste. En coloracio
nes como la de Masson se pueden observar algunas fi --
bras compactas rodeando el mdsculo en degeneracién,

La cantidad de tejido conectivo es comparativamepn

te menor que para el mdsculo del conejo.

Conejo 4 dias degbuég de ié'lesldn.
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Aspecto del mGsculo. La regién del mGsculo cerca-
na a la herida y antes tefiida Intensamente ahora apare
ce pdlida. La razén es que gran parte del masculo fué
sustituida por fibras de tejido conectivo y el que que
da se observa intensamente vacuolado, es decir, los ==
fragmentos del mGsculo en degeneraci6n exhiben huecos
en su interlor, lo que representa posiblemente una eta
pa mas avanzada en el proceso de hialinizacién de 1las
fibras musculares, que poco a poco serén sustituidas (
fig. 15),

Actividad celular, Los fibroblastos son las célu-
las que aparecen en mayor m(mero, Poseen forma alarga-
da o Irregular y emiten prolongaciones tenues gue se a
nastomosan unas con otras, Su nlcleoc es p&lido y por -
su aspecto se considera que se ehcuentran en una etapa
de intensa proliferaci6én y sfntesis,

Otras células en nGmero considerabie son los ma -
cr6fagos, que poseen un aspecto poco usual, Intensamen
te coloreados y granulosos, lo que puede ser el resul-
tado de la presencia de vesiculas en su citoplasma, -~
contenliendo mGsculo fagocitado., Esta condicién los ha-
ce dificiles de distinguir. No se observaron leucocl--

tos polimorfonucleares,

Neoformaci6bn vascular. Se aprecian varios estadi~
os en la formacién de capilares, Los mds tempranos for
mados por escasas células endoteliales y sin células -
en su interior presentan escaso soporte de tejido co--
nectivo. Otros capllares se encuentran plienamente cons

tituidos vy con células en su interior.

Deposito de sustancia intercelular y fibras. Gran
cantidad de sustancia y tenues fibras producldas por -
fibroblastos en plena sfsntesis se observan rodeando -
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los bordes de la herida, en donde han tomado el lugar
de las fibras musculares en degeneraclén {(las fibras -
de coligena son tenues y no han adquirido independen -
cia de los fibroblastos que las farman; por ello se re
conoce que son inmaduras y que los fibroblastos se en-
cuentran en estado de sfntesis.

Algunas fibras de col&gena maduras se pueden ob -

servar rodeando los pequeiios capilares neoformados.

Rana &4 dias después de la lesién.

Aspecto del mGsculo. Se pueden observar gran can-
tidad de fragmentos de mdsculo que presentan entre e =
1los espacios vaclos. En otras regiones y presumible -
mente representando un estadio m&s avanzado en el pro-
ceso de degeneracién, fibras musculares de aspecto hia
lino se encuentran debilmente coloreadas.

El proceso de desintegraci6n del mlsculo no es hg
mogéneo y algunas fibras aun cercanas al lugar preciso
de la lesion aparecen menos afectadas que otras mis le
Janas.

No se observa una vacuollizaci6n de 1a masa hiall-

na como en el caso del mésculo del conejo (fig. 17):

Actividad celular, En esta etapa existe un aumen-
to notable en la cantidad y tipos de células cerca de
la lesién. £s particularmente notable la presencla de
células blastemicas formando una prominencia semejan-
te a una blastema de regeneraci6n de miembros amputa
dos en otras especles de anfibios epimérficos.

Muy asociadas al mGsculo en degeneracién se apre
clan macr6fagos en gran nGmero, algunos de los cuales
muestran restos de material bas6filo en su cltoplasma.

Se observan también gran cantidad de neutrbfllos
y baséfilos, que se aprecian claramente en la tdenica
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con H.E,

Los fibroblastos son aun células que colorean de--
bitmente y su citoplasma parece continuo con algunas -~
prolongaciones fibrosas; es evidente gran actividad de
filbroplssia (fig,18).

Neoformacién vascular, Ademds de los grandes vasos
observados en el estadio anterior, pueden distinguirse
algunos de pequefio calibre, en los cuales se aprecié un
Incremento notable en las células endoteliales que los

forman.

Dep6sito de sustancia intercelular y filbras. Se a-
preclia gran cantidad de sustancia intercelular y fibras
muy delgadas sobre la superficie de la herida, la cusl
adquiere una coloraci6én violeta con la técnica de Ma --
sson-;zul de anilina, Hacla adentro las fibras asocia-=~
das al mGsculo en degeneracién son mis gruesas y ondu--
lantes que representan fibras de col4gena maduras, por

lo que colorean de azul

Conejo 8 dias déspuééide'fa les{6n.

Aspecto del mGsculo, Solo algunos camulos pequedios
de material muscular se aprecian entre los haces de fi-
bras coligenas distribuidas extensamente. Se trata de -
material hialino coloreado debilmente y extremadamente
irregular, El mGsculo cercano a la herida se distlngue
tambié&n .comparativamente palido,

Actividad celular. La cantidad de células ha dism]
nuido notablemente. Principalmente se observan fibro --
blastos, muchos de los cuales, completamente maduros son

pequefos y se colorean fuertemente, ademds de encontrar
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se separados de las fibras de colidgena. Muchos aun son

c&lulas grandes y de color palido, cuyo citoplasma pare
ce continuo con las fibras de tejido conectivo {(fig.19).
Se observan también eritrocitos en el interior de los -~

vasos neoformados y algunos macré6fagos.,

Neoformacién vascular. La cantldad de vasos neofor
mados ha aumentado. Se encuentran distribuidos amplia -
mente, rodeados de alguna cantidad de fibras de col&ge-
na. Su tamafio es variable, aunque en su mayoria son muy
pequefios y en su interior solo se observan algunas célu

las.

Depésito de sustancia intercelular y fibras. Pue -
den observarse gran namero de fibras de coldgena madu -~
ras que han adquirido independencia de los fibroblastos,
son extensas, gruesas y ondulantes, generalmente asocia
das a otras que van paralelas. Algunas otras fibras son
muy cortas y su disposicién y direccién son muy irregu=-
lares, no han adquirido total Independencia de los fl =
broblastos que las forman, los cuales también se encuen

tran desordenadamente.

Rana 8 dias despueS'dé 1a Tesién.

Aspecto del mlsculo. Se distingue el mGsculo en es

tado de degeneracién aQanzada.(flg. 21).

Actlividad celular. En esta etapa por primera vez -
es posible observar células eplteljales dispuestas en -
1la superficle de la herida, agrupadas formando un estra
to (de! llgeramente estratificado; en algunos lugares el
numero de celulas aumenta mientras en otros disminuye,

sjendo en su mayoria irregular,
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Por debajo del epitelio, continuan predominando en
gran nlmero células blastemicas inmersas en un soporte
de fibras reticulares muy laxas, formando una prominen-
cla aun mayor que en el estadio anterior.

La cantidad de macréfagos ha aumentado notablemen-
te, mientras que neutré6filos, baséfilos y cé&lulas poli-~
morfonucleares casi han desaparecido del &rea.

Algunos linfocitos pequenos se alcanzan a disttn=-

guir distribuidos aisladamente.

Neoformacién vascular, La cantidad de caplilares ha
aumentado considerablemente, aungque no en la proporcibn
que para el mismo caso en el conejo, pero si siempre de
mayor callibre, ' )

£s particularmente notable la irregularidad en la
forma de los capllares neoformados, que adem8s ostentan
en su Interior una gran cantidad de células, la mayoria

eritrocitos.

Depbsito de sustancia intercelular y fibras. Las -
fibras de color violeta observadas con la técnica de Ma
sson en el estadio antefior han comenzado a tomar el co
lor azul caracteristico de las fibras colSgenas, ademis
de que se han vuelto m&s conspicuas.

Una fina maya de fibras reticulares sirve de sopor
te a las células blastemicas, cerca del borde de la he~
rida donde tamblén se encuentran en contacto con el epl
telio que cubre la herida. Alguna sustancia amorfa se -
puede observar también en el &rea.

Conejo ‘15 dias'después ae 13 lesibn.

Aspecto del mOsculo. El mdsculo ha desaparecido cg
si por completo del &rea lesionada y ha sido sustitulda
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por gruesas fibras col&genas,

Los bordes de las fibras musculares cercanas se en
cuentran aun asociadas a macr6fagos activos, sin embar~
go en terminos generales el midsculo contiguo a la le =--
sién ha recuperado su aspecto normal,

En el borde de la herida donde existe m&s cantidad
de tejido conectivo ya no se aprecian fibras musculares

ni mGsculo hlalinizado.

Actividad celular, lLas células predominantes son -
fibroblastos maduros que han adquirido independencia de
las fibras col&genas, se notan extremadamente alargados
e Intensamente tefiidos; en alghnos casos se puede apre-
ciar exclusivamente su ndcleo entre una gran cantidad -~
de tejido conectivo, condicién que representa el dGltimo
estadio de la actividad fibroblastica, en fa cudl las -
células sufren un proceso de involucién.

Otras células que es poéible distingulir son macré-
fagos distribuidos m&s extensamente cerca de los bordes
de la herida.

No se observa ningln otro tipo de célula, a excep=
cién de algunos eritrocitos dentro de loé vasos captla=-
res. (fig. 24).

Neoformaclén vascular, Los vasos capllares son es-
casos en el lugar donde predomina el tejido conectivo -
denso, sin embargo en otras é&reas donde es mis laxo se
pueden apreciar algunos vasos en la vecindad de los 6!~
timos restos de mGsculo en degeneracién. Todos se en --
cuentran completamente constituidos y la presencia de -
células en su interior demﬁestra que ya han adquirido -

circulacién,

Depbsito de sustancia intercelular y fibras. La -~
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cantidad de te]ido conectivo ha proliferado a tal grado
que constituye una prominencla o cayo dispuesto sobre -
la superficie de la herida, La mayoria de las fibras -~
gue lo forman han adquirido Independencia de los fibro~
blastos y se muestran gruesas y compactas; ésta condl~-
ci6én es la que predomina en la mayor parte del &rea.
Cercanas a los bordes del mGsculo secciconado las -
fibras son m&s laxas y no estan dispuestas ordenadamen-
te, por lo que dejan notar espacios vacios en los que -

puede observarse alguna cantidad de sustancia amorfa,

Rana 15 dias después de la lesidn.

Aspecto del mdsculo. Las partes terminales del mis
culo seccionado han recuperado su aspecto normal y con-
tiguas a ellos se observan numerosas células blastemi--
cas, En otras partes algunas fibras musculares aparecen
contiguas con el citoplasma de numerosos mioblastos.

Las fibras musculares se distinguen de las de cols
gena por el color del contraste en las técnicas de Ma-~

sson y P.T,A.H.

Actividad celular. La cantidad y tfpos de células
ha seguido en aumento son especialmente notables las -
células epiteliales, dispuestas en un estrato que ha au
mentado en grosor. Las células que le siguen en abundapn
cla son los mioblastos, fusiformes y continuos con fi-~
bras que tifden con las coloraciones del mGsculo esquelé-
tico., Se encuentran dispuestas en cGmulos de varias cé-
lulas cuyo citoplasma se anastomosa. Las células blasfg
micas han disminuido en proporci6én y se observan estre-
chamente unidas en tas zonas terminales del mGsculo le-
sionado. Otras células como fibroblastos y macr6fagos -
también se observan, aunque en poca cantldad y sin arre
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glo definido. No se observan célultas polimorfonucleares

Neoformaci6én vascular. Cerca del estrato epitellal
se pueden dlistinguir numerosos vasos de gran calibre, -
que son notablies sobre todo por la cantidad de células

endoteliales que los constituyen.

Dep6sito de sustancia intercelular y fibras. Algu-
na cantidad de fibras de col&gena se distinguen en las
partes terminales del mGsculo al igual que en el estra-

to de células epiteliales,

bl Cambios observados en las poblaclones celulares en';“-
cada estadio.

A continuacién se muestran las graficas con las --
proporcipnes de nueve tipos de células a los 2,4,8 y 15
dias.

Se cuantifican las células de 10 campos utillzando
el objetivo seco fuerte (40x). El total de células re-~
presenta el 100% de cada estadio y la cifra para cada -
tfpo de c&lula representa el porcentaje correspondiente.

Se utilizan Jas siguientes abreviaturas.
FIBLS - F{BROBLASTOS
MACGS - MACROFAGOS
C.PN. -~ CELULAS POLIMORFONUCLEARES
NEOCPS =~ NEOCAPILARES
C. ENDTLS - CELULAS ENDOTELIALES
C. EPITLS - CELULAS EPITELIALES
ERITS - ERITROCITOS
C. BLAST - CELULAS BLASTEMICAS
MIOBLS - MIOBLASTOS
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Figura 1. Proporcién de células en la lesi6én del mGscu-
lo de conejo 2 dias después de produclda.
100% = 685 células. 10 campos (objetivo 40x).
FIBLS MACGS C. PN. NEOCPS C.ENDOTLS C.EPITLS ERITS C.BLAST MIOBLS

—L 0.00%

0.69% 0.96% 0.00% 0.00%

38.302
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Proporci6n de células en la lesi6n del mGscu-~

Figura 2.
lo de rana 2 dias después de producida.
1002 = 214 células. 10 campos (objetivo 40x).
FIBLS MACGS C. PN. NEOCPS C.ENDOTLS C,EPITLS ERITS C.BLASTS MIOBLS
T 0.00% ——
—_— * 0.93%
2 L] 33%
4.,67%
9.81%
14,48%
18.13%
20.56%

29,90%
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Figura.,3, Proporcién de células en la tes
lo de conejo 4 dias después de producida,
1003 = 650 c&lulas., 10 campos {objetivo 40x).

FIBLS MACGS C. PN,

NEOCPS C.ENDOTLS C.EPITLS

ién del mGscu-

ERITS C.BLAST MIOBLS

1

2.10%

8.95%

0.00%

2,46 2308

0.00% 0.00%
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Figura h. Proporcidén de cé&lulas en la lesién del mGscu-
lo de rana 4 dias después de producida
1002 = U1k células. 10 campos {objetivo 40x)
FIBLS MACGS C. PN, NEOCPS C.ENDOTLS C.EPITLS ERITS C.BLAST MIOBLS

0.00%

2.89% L . 2.%




Figura §,

FIBLS MACGS C. PN.

Proporci6n de células en la lesi6n del mGscu-

(W)

lo de conejo B8 dias después de producida,
100% = 1014 cé&lulas, 10 campos (objetivo 4Ox).

NEOCPS C.ENDOTLS C.EPITLS ERITS C.BLASTS

MIOBLS

0.00%

5.52%

0.00%

14,90%

0.00%

0.00%



[42]

Figura 6. Proporciébn de células en la lesién del mlscu-
lo de rana 8 dias después de producida.
100% = 934 células, 10 campos (objetivo 4Ox}),
FIBLS MACGS C. PN. NEOCPS C.ENDQTLS C.EPITLS ERITS C.BLAST MIOBLS

2.672 | 2.03%

21.30%




Figura 7.

Proporci6n de células en
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la tesién del

mGscu=~

lo de conejo 15 dias después de producida.

100% = 482 células.
FIBLS MACGS C. PN.

10 campos (objetivo 40x).

NEOCPS C.ENDOTLS C.EPITLS ERITS C.BLAST MIOBLS

——

38,67%.

8.09%

0.00%

3.50%

0.00%

0.00% 0.00%
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Figura 8. Proporcién de células en la lesién del mlscu-
lo de rana 15 dias después de producida.
100% = 2626 células. 10 campos (objetivo 4Ox).
FIBLS MACGS €. PN. NEOCPS E.ENDOTLS C.EPITLS ERITS C.BLAST MIOBLS

1 o.003

1.55%
| T

5028

5.43%

39.17%
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c] Variaci6n en ta cantidad de células observadas duran
te el proceso de restauracién.

Los signos en las gr&ficas representan los distin-
tos tipos de célutas como sigue:

FIBROBLASTOS
Gemctmemmen wvmesee=es  MACROFAGOS
axxnxwxxaxanxuxnxxa  CELULAS POL{MORFONUCLEARES
ctmpmame memwame=smen NEQGCAP]LARES

¢scncsessesvsvavsees (F|JLAS ENDOTELIALES
R IR T T R CELULAS. EPITELIALES
==t =tmt=tejmims=t=t~s=t=r  ERITROCITOS
sseveanve cscoaver vnee CELULAS BLASTEMICAS
Gebidotodetadapotedoteds MIOBLASTOS
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Fig. 11 Microfotografia (150x) del &rea de la lesi6n en el mGsculo
de conejo 2 dlas después de producida. Algunas flbras se -
encuentran disgregadas, mientras otras estan en pleno esta

: do de degeneraclén hlallna. (tecnica- Masson).

" Flg. 12 Microfograffa (1600x) del mGsculo de conejo 2 dias después

de producida la lesién. Se observan macré6fagos asoclados ~
al msculo en degeneracidn, algunos fibroblastos emitiendo '
fibres laxas y numerosos erftrocitos. {t&cnica: Masson).



Fig. 13 Microfotograffa (150x) de la lesién de! mGsculo de rana
dias después de producida. Al centro se aprecian las fi
bras musculares algo contraidas y plegadas sobre si mis -~
mas en la zona tennlnal (técnica: Masson).

LTINS (hkcn e el v e

flg.

14 Microfotografta (1600x) del Srea de la lesidn en mdsculo -
de rana 2 dias después de producida. 59 observan nimerosas
células polimorfonucleares y macréfagos. Algunas flbras ~=
atsladas)de te}ldo conectivo se pueden apreciar (técnica. '
P.T.AH.). v ) . ) s

-—




Fig. 15 Hlcrofotografta (150x) del borde de la herida en mascyio 4
de conejo 4 dias después de producida. El mGsculo ha tur -
do aspecto vacuolado y ésta siendo sustituido por tej:
conectivo (técnica: Masson},

i v ¥ K5 ,’v? fip.]
i ’ N L e A h ‘. ; )
Fig. 16 Microfotografla (1600x) de la zona lesionada en mlsculo -
conejo a Yos 4 dlas. Se puede observar una intensa vacuoll
zacibn det mdsculo en un estado avanzado de la degenara ==
cion hialina. Se aprecla gran cantidad de fibroblastos en
estado de fibroptasia. (técnica: Masson), ‘




Fig. 17 Microfotograffa (150x) de 1a lesién de mdsculo de rar -
dias después de producida. Se aprecia a la lzquierda ei -=
~-borde -formado por células blastemlcas, A la derecha el fids
cu;o continua en estado de degeneracion. ftécnica: P.T * =

H

Flg. 18 Microfotografia (!50x) de la lesfén en mﬁsculo de rana h -
dias después de producida. Se observa el masculo en dew:
raci6n y numerosas células fagocitarias.(técnica: P.T.

3



Fig., 19 Microfotograffa (150x) de| &rea de la lesién en msculo de
conejo 8 dias despuéds de Producida. Se observan gran cantl
dad de tejido conectlivo y fibroblastos, asi como numerosos

- vasos capilares. (técnica: Masson), o

Flg. 20 Microfotograffa (1600x) de la lesi6n en masculo de conejo
8 dias después de producida. Son evidentes gran cantidad -
de capilares, escaso mdsculo .y numerosas fibras de te}ido
conectivo. (técnlica: Masson).



Fig. 21 Microfotografia (150x) de ta lesi6n en mGsculo de r.
dias después de producida, Las células blastemicas han au-
mentado en nGmero y por encima del borde se emplezan -~ “!s
tingulr c&lulas epiteliales (derecha arriba) (técnic. N
Giemsa). :
e

-

B N L
e e—— S i 43 g

Fig. 22 Microfotograffa (1600x) de la lesién en masculo de ranc -
d7as despubs de producida, Se aprecia un estrato de célu=--
las epitellales por encima de fa blastema de regenerac?én
separadas ;por una l&mina basal teflda mss intensament.
jo a la izquierda pueden distinguirse algunas c&lui.. i
temicas. {técnica: P.T.A.H.).
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Microfotografla de poco aumento {10x) del &rea en la lasion
de misculo de conejo 15 dias después de producida. Se apre-
cia el 'cayo* de telido conectivo que hace saliente en el -
Tugar de la lesibn, (técnlcar P.T.AH.).

.

de congjo 15 dias después de producida. Se observan nume--
rosos fibroblastos maduros (fibrocitos), algunos capilares
y gran cantidad de fibras colSgenss,
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Flé} 25 Microfotograffa de poco aumento (10x) de la iwni? .
culo de rana, 1§ dias después de producida. £! :picers .o
ha eitendido haste formar un collar sobre el borde de 'a -
herida, a la vez que ha aumentado su espesor. (téenicr- .

T.AM.),

rida v anexos
de la lesion en misculo de rana 15 dias despues de prosin |
da, Se observa por debajo del epitelio, numerosos vasos o

) ¥Hues. mioblastos y fibras musculares de nueva formacion.
técnica: Giemsa).



Flg: 27 Microfotograffa {1600x) de un grupo de mloblastos en !.

sidn del masculo de rana 15 dias después de producid-
técnica: HematoxI1Tna-eosina).

FlgT‘ZB Microfotografta (1600x) de la lesién del mosculo de re
15 dias después de producida., A la lzquierda se advici
célutas blastemicas, estrechamente asociadas a los bordes

terminales del misculo seccionado (derecha) {técnica: Ma--
sson).
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6.~ DISCUSION,

Los resultados obtenidos en el presente trabajo in
dican que el fénb6meno conoclido como reparacién por cica
trizacién y que tiene una duracién aproximada de 15§ ~-~-
dias, se lleva a cabo en el mGsculo de conejo de forma
similar que para otros tejidos en los cuales existe te-
jido conectivo, y en el cudl pudieron distinguirse 4 fa
ses mds o menos bien definidas que son: inflamaci6n, f|
broplésla, granulacién y sustitucién de tejido original
por una cicatriz fibrosa.

Estas fases se encuentran relacionadas causal y -
crohol6gicamente, y pueden dellnearse a partir de ta ob
servacién en la vartacién y proporci6n de células a lo
largo del proceso de cicatrizacitn.

La fase inflamatoria, la que se presenta en los =--
primeros dias de prodﬁcida la lesi6n, ést8 caracteriza-
da por la presencia de célhlas polimorfonucleares y ma-
cr6fagos (fig. 1). La permanencia de las c&lulas poli-~-
morfonucleares, principalmente nehtréf!!os es relativa-~
mente corta, por tratarse de ﬁna herida aséptica, poco
traumdtica y porqhe estas células no participan activa-
mente en el cierre de la herida {Simpson & Ross, 1971).
Después del segundo dla en donde fueron m&s numerosos =
descienden hasta deéaparecer alrededor del octavo dfa,
Los macr6fagos tﬁ#[eron una respuesta mis fuerte a la =
fase inflamatoria y persistieron a lo largo de todo el
proceso. Su namero llega al miximo a los 4 dias de pro-
duclda la lesi6n, participando activamente en la fase -
inflamatoria y de intensa fagocitosis de los debris ti-
sulares. A partir del cuarto dfa su nGmero descliende y
permanece m&s o menoé egtable hasta la cicatrizaclon. -
La raz6n de ésta permanencia obedece posiblemente a dos
factores: primero, lo§ macr6fagos est&n adaptados para
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hacer fogocitosis de desechos celulares que guedan en -
la regién aun cuando desaparesca la fase inflamatoria =
[Ham, 19751, y segundo, su presencia es necesaria en la
inducci6ébn de fibroplasia y proliferaci6n de la pobla ~--
cién de fibroblastos en ascenso {[Diegelman, et.al., 19-
81].

La fase inflamatoria desaparece completamente a -~
los 8 dias de iniciado el proceso y en éste tiempo, el
aspecto microscopico de la herida revela la presenclia -
de! tejldo de granulacién, al aparecer el srea enrojeci
da, De é&sta forma se fnicla la fase vascular o de grany
Yacién, representada por los capilares de nueva forma--
cién y las células endoteliales (fig. 5), los cuales --
tienen en ése estadio su nGmero mé&xime. Su presencia se
encuentra asociada a la necesidad de un aporte sustan=-
cial Qe nutrientes y oxigeno al 4rea, para satisfacer -
los requerimientos de los fibroblastos en sintesis acti
va, Sin embargo las causas de sﬁ rdpida aparicién y de-
sapariciébn no se han definido satisfactoriamente [Cor--
rrea, et.al., 19731.

La fase de fibropl&sia,:representada por los fibro
blastos de la herida, no parece tener un punto:tamporal
caracteristico, sino mas bien un.continuo ascenso desde
los primeros dias de prodﬁcida la lesi6n (fig. 9). En -
el segundo dfa, Ya mayor proporcién de fibroblastos es
evidente y de ahf en adelante su nGmero siempre ird en
aumento. Al cuarto dfa es cuando inician su funcién de
sfntesis de fibrillas interéticlales y se inicia en sf
la fase de fibroplssia que alcanza su méximo a los 8 --
dias de Iniciado el proceso, coincidiendo con el predo-
minio del tejido de granulacién.

Casi concluida Ya cicatrizacién, la proporcién de
fibroplasia ha concluido y las fibras colagenas plena=-
mente conétitufdas han adquirido independencia. Los fi-
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broblastos transformados ahora en fibrocitos han cesado
su actividad de sTntesis y han adquirido aspecto fusi~--
forme (fig. 24).

Sobre la lesién en el mGsculo y representando la -
Gltima fase en la cicatrizaci6n, el tejido conectivo -~
formado constituye un cayo o saliente que ha llenado el
hueco de la herida y sustituido al tejido original (fig.
23).

A pesar de que se reconoce ampliamente el poder re
generativo del masculo eSqueIético en mamfferos, se a--
cepta que se encuentra limitada a lesiones pequefias en
las cuales no prolifera el tejido conectivo de forma --
considerable y que el proceso puede durar varios meses
o aun afos [Vorontzova, 1960].

Es comlGn encontrar en la literatura autores que =+
nlegan la presencla de capacidad de regeneracién de las
fibras musculares [Robbins, 1973].

En el tiempo que duré la clicatrizaci6én de la heri-
da en el presente trabajo, no se observo evidencia de -
regeneracién en el masculo esqualétlco de conejo.

Una apreciacién general de la variacién y cantidad
de cé&lulas Involucradas en la restauracién de la herida
sobre mGsculo de rana, evidencia profundas diferencias
para el caso de el'conejo y en contraste, una marcada -
semejanza con la regeneraci6bn de miembros perdidos de -
otras especies de anfiblos epimérficos. De hecho, 3 ti-
pos celulares plenamente identificados demuestran la --
presencia de poder regenerativo en la musculatura leslio-
nada de rana, y son: las células epiteliales, las célu-~-
las blastemicas y los mioblastos; elementos celulares no
encontrados en la reparacién de mGsculo de conejo.

La relevancia de estos tipos celylares, radica en -
que han sido descritos anteriormente como los elementos

clave en la regeneracién de miembros amputados de anfi--
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bios como el ajolote y salamandra [Thornton, 1968; ---
Schmidt, 1868},

En el presente trabajo fueron ldentificadas las -
células anteriormente descritas. Las células epitelia-
les formaron un estrato de escasas células sobre la su
perficle en que se produjo la lesidn muscular en rana
desde los B:dias (fig. 21 y 22),

El nGmero de células epliteliiales se incremento a
tal grado hacia los 15 dias del proceso restaurativo -
que constituyeron la especie celular predominante (fig.
8), constituyendo un collar de eplitelio sobre la super
ficle de la herida (fig. 25).

Al lgual que en la regeneracién de miembros perdi
dos de salamandra y ajolote, por debajo de las céltulas
epiteliales observadas se formé una prominencia de cé-
luias blastemicas, equivalente a la blastema de regene
racién (fig. 21). E} nGmero de células blastemicas lle
go a su miximo a los 8 dias de! proceso (fig. 9), coin
cidiendo con la fase de granﬁlaclén en l1a cicatriza -=-
cibn de msculo en conejo.

, Las céliulas blastemicaé pueden tener su origen en
diversos téjldos del organfﬁmo, sin embargo, células -
mesenquimatoéas de reserQa pheden ser sus precursoras
[Brookbank, 1978], o bien todoé los tejidos encontra.’'=
dos en el miembro de anfibio en regeneraci6n, bajo e}
estimulo de la amputaclién [Thornton, 1942; Hay & Fisch
man,19611.

Es Importante mencionar, que en el Gltimo estadlo
de la reparaci6én en la rana, se observaron células ~-
blastemlicas asocladas a las partes terminales del mGs~
culo seccionado (fig. 28), to qbe coincide con el pos}i
ble doble arigen del mdschlo propuesto por Schmidt, es
to es, a partir de ;élﬁlas blastemicas y a su vez de ~
mioblastos,
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Los mioblastos se observaron en el presente traba-
Jo desde los primeros estadios de la restauracién de --
mGsculo de rana, y su nOmero se incremento progresiva--
mente hasta constituir las células predominantes junto
con las epltellales hacia el final del proceso.

Dentro de los dem&s elementos celulares lnvolucra-
dos en el proceso restaurativo en maGsculo de rana, los
fibroblastos tuvieron un comportamiento opuesto a el =~
del caso del coneju. A partir de una cantidad relativa-
mente alta a los 2 dias (fig., 2), su nGmero desciende e
constantemente hasta el final del proceso (fig. 10).
té descenso, que a su Qez corresponde a una menor depo-
sitacién de tejido conectivo, resuita finalmente en la
ausencia de una cicatriz fibrosa, y por lo tanto en la
carenclia de clicatrizacién de la herida en.los terminos
en la que ésta suele entenderse. Por otra parte, las cé
lulas endoteliales y los neocapilares que formaron el -
te]ido de granulacién en el conejo hacla los 8 dias de
iniciado el proceso de cicatrizacién no fueron represen
tatlvos en el caso de la rana para el mismo tiempo, en
el cuél lo predominante fueron las células blastemicas.

Por Gltimo, células pollmorfonucleares y macr6fa -
gos a los cuales en algln momento se les ha atritbuido -
un papel Importante en la regeneracién de anfibios [Si-
card, 1983], se observaron representando una fase infla
matoria semejante que la descrita para el conejo, si --
bien un tanto m&s aguda y prolongada.,

Una posible explicaci6én para la similitud entre la
regeneraci6n de miembros perdidos en anfibios epimérfi-
cos y la regeneracron de mGsculo esquelético en rana.

En el mufidn de amputaclcn de una especie de anfi--
bio epimérfico, quedan los remanentes de los tejidos en
contrados normalmente en el miembro intacto: cartflago,
hueso, mGsculo, etc. Esto§ tejldos contlenen una canti-
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dad determinada de células blastemicas especfficas,ya -
que los neoblastos son especfficos para cada tejido. Al
formarse la blastema de regeneracion, existe una pobla-
clidén de las células blastemicas correspondientes a cada
tipo de tejido, que interactGan unas con otras en un fe
némeno similar a la induccién gue se lleva a cabo en el
embri6n en desarrollo. Asf, 1a diferenciacion y la reor
ganizacidn de las células blastemicas que formar&n los
nuevos tejlidos, se lleva a2 cabo por la interaccidbn en--
tre capas blastemicas, que modulan su vfa de diferencia
clén y crecimiento.

Al faltar una capa blastemica determinada, la in--
duccién no se produce, no.hay crecimiento de células -~
blastemicas y la regeneraci6n no se lleva a cabo, como
en el caso de la amputaci6bn en anuros postmetamdrficos,

La falta de una poblacién blastemica espectffica, -
puede ‘obedecer a la utilizacién de células blastemicas
en la formaci6n de nuevos tejidos, resultado del aumen-
to en la complejidad y los cambios inherentes a la meta
morfosis.

Esto plantea la existencia de un mosaico de célu--
las . indiferenciadas, que son utilizadas durante el desa
rrollo de los organismos, de modo que las formas mds es
pecializadas han agotado pér completo o casli por cémplg
to sus poblaciones celulares lndiferenciadas.

En ta lesién sobre mGsculo esquelético de rana, se
forma una blastema de regeneracién, pero formada unica-
mente por cé&lulas indiferencladas especiflicas para mlGs-
culo. Estas no son inducidas a proliferar por otras éa-
pas o poblaciones blastemicas de otros te}idos y la re-~
generacién solo podra conducir a la formacién de nuevo
mlsculo a partir de las c&lulas blastemicas preexisten-
tes.

€1 epitelio de la herida, que dirige la morfogéné=
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sis en la regeneraci6n de miembros amputados, se ve in~
fluenciado por la presencia de una blastema de c&lulas

musculares y crece y se multiplica de forma similar a ~
como si existiera una blastema normal; de ahl el creci-
miento en '"collar'! observado en las Gltimas etapas de =~

la restauraclén de mGsculo esquelético de rana.

Miembro
regenerado

morfogénesls

A-Hueso
B-Cartilago
C-Mosculo
D-T.conectivo

epitelio de la
herida

Autolnduccién
de distintas
capas blaste-
micas=prolife
raclén,

Regeneracién de un mlembro
perdido en una especle de
anfibio epimbrflco.
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No morfogénesls

Epitelio de la
herida

No inducclén
No proliferacién

Regeneracién solo de
tejidos individuales
By D

Regeneraclén en anfibjo no
epimérfico.

Epitelio de 1a
herida

Regeneraci6n del
mGsculo a partir
de C

No induccién
No proliferacién

Restauracién de mGsculo esquelé-
tlco de rana.
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7.- CONCLUSIONES,

.~ El mecanismo por medio del cu8! se restaura u-
na lesién sobre mGsculo esquelético de conejo, es dis~~
tinto a aquél por medio del cudl se restaura una lesién

similar sobre mGsculo esquelé&tico de rana.

1.~ La restauracién del mGsculo esquelético de co-
nejo se efectua a través del proceso de reparacio6n por
clcatrizacibn, cuyo obJetivo es restablecer la continu}l
dad del tejido a través de la depositaci6én de un gran -
ntmero de fibras que daran finalmente lugar a la forma-

ciébn de una cicatriz.

111.- El mGsculo esquelético de rana se restaura por
medio del fen6bmeno de regenefacibn, y la continuidad -~-
del te]ido afectado se restablece por la formaci6n de -
nuevas fibras musculares que tendran su origen en una =
progresiva y modulada diferenciaci6én de otros 2 tipos -
celulares menos diferenciados, ltas células blastemicas
y los mioblastas; esto implica un posible doble origen
para el nuevo masculo,

Por lo tante, la rana, un anfiblo anuro que con la
metamdrfésis ha perdido la capacidad de regenerar miem-
bros perdidos, conserva el poder para regenerar Indivi-
dualmente fibras musculares.

Adem&s de la formacién de nuevas flibras musculares
el proceso de reparaci6n del mGsculo de rana posee 2 im
portantes semejanzas con los rasgos qbe determinan la -
regeneraclién de miembros perdidos de especles de anfi--
bios epimdérficos como el ajolote y la salamandra, y aun
los estadios larvarios de los mismos anuros, ésto es, -
ta formacl6én de un epitelio sobre la superficie de la -
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herida, y la acumulaci6n de células blastemicas.
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8.- APENDICE

Acldo fosfotungstico 5%

Aclido fosfotungstico-=--=---~--cocouccanao S gm,

Agua destilada-----~~-~=----crcccncnana- 100 ml.
Acido ox&llco 5%

Acldo ox&lico-=-~-~=mccccccmecccnncanan 5 gm.

Agua destilada~=~----=-~-=c-mmccccacuenan 100 ml,
Alcoho!l &cido 0.5%

Alcohol etilico 70%~-~----c-crmececaunan- 1000 ml.

Acido clorhfdrico concentrado~-=====-=~- 5 mt,
Alumbre de flerro 5%

Sulfato férrico aménico-=-====m-reecceas 5 gm.,
Agua destilada--======c-w-mescomcaconcn- 100 ml.
Carbonato de litio {solucl6n saturada)

Alcohol etflico-~--=---=-memccnococnnnna 6 gm.
Agua destiiada---------------~---------7500 ml,
Colofonia 10% -
Colofonla~-=-=~-=~-=s-mcecccnccccccanccan~ 50 g.
Alcohol absoluto---~-=-===scecccccccnnanaa 500 m?l,

Desparaflnizacf6n
3 camblios de xileno de 2.5 min, cada uno para
remover parafina; 3 camblios de alcohol 106% -
de 2.5 min. cada uno para remover xfileno; al=-
gunas inmersicnes en alcohol 95% paras hidra--
tar; proceder con la técnica de tinclén,

Fijador de Bouin
Acldo pfcrico en sol., acuosa saturada---75 partes

Formol 40%=e==~~ce-rrummecmncccnccccenana 25 partes
Aclido acético glacial=====cwec-x bR LR S partes
Hematoxilina de Harris
Hematoxiling-==~c~~<cmcomccmcucacccanone 5.0 gm.
Alcohol absoluto=---=-~-=-=-ce-~ocecncoan 50.0 ml.

Suifato de aluminio y amonlo=~=<=~e=vc-==-100,0 gm.



Agua destllada~m=----o-s-sceccccccccucn. 1000 ml,

Oxido merclrico--=--~---c-cvoc-rmcaanaun 2.5 gm.
Hematoxilina de Weigert

Solucién A

Hematoxillinas-=~s-ssscccnmanccanccacann-a 1 gm,

Alcohol etflico 95%---~-~~-e-mmcmmcccna- 100 ml,

Solucién B

Cloruro férrico (29% sol. acuosa)--=~==-=-- 4 m1,

Agua destilada---=-ccr-=cccomcncncuce—no- 95 ml,

Acido clorhidrico concentrado~=====e==== 1 ml..

Mezclar las soluciones A y B en el momento
Remoci6n de cristales de cloruro mercarico

Desparafinizacién por medio de xileno, alcohol

absoluto y alcohol 95%. ‘

tolocar en soluci6n alcoholica yodada(yodo 0.5%

en alcoho! 80%).

Soluci6n alcoholica yodada 0.5%

Cristales de yodo------*-cmereccccnncuna 5 gr.

Alcohol 80%~-~eemcrcmmmcmaccccemanccnnnn 1000 ml.,

Mantener en esta solucl6n de 5 a 10 min.

Lavar en agua o enjuagar en alcohol 80%

Colocar en soluciin de tiosulfato de sodio 5% de

2 a 5 min, para expulsar el yodo.

Lavar por medio de agua corriente para remover -

el tiosulfato. Proceder con la técnica de tincién.
Solucién azul de anilina 0.1%

Azul de aniling--===--<m-c-emceconnnnnn- 0.1 gr.

Acido acético-===vsm=~usmencncuconnn “===0.2 gr.
Soluci6én &cido acético 0.2%

Acido acético glacilalese=mcccccnmcuccnaa 2 ml.

Agua destilada-~-=====---cecvoccccanacan= 1000 ml.

Solucidén de trabajo fuchsina-cromatropo-orange G
Sol. patrén Masson fuchsina-cromotropo-orange G
Sol. de &clido acético 0.2%
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Solucién de trabajo de Glemsa
Selucl6n patrén de Giemsam====~== -~ 2.5 ml,
Alcokol metllico---~-~-==mocccroncwcn- -=3.0 ml,
Agua destilada en la cuil se aflade 3 o b gotas
de sol. 0.5% de bicarbonato de sodio----100 ml.

Soluclién patrén de Giemsa
Esta solucién patron puede prepararse o ser con
segulda ya preparada

Solucién patr6n Masson fuchsina-cromotropo-orange G,
Cromotropo 2 Re--v-swcvemmcnonmcncmncnas 2 gm
Fuschsina Scidaverm=mememmecencccnceanaasn] gm. 4

Acido scético G.2%~e~mmvmncavmncnonanan=300 ml,
Solucién P.T,A.H. Rapida
Disolver 20 gm. de &cido fosfotungstico en 90 ml, de agua
destilada callente,
Disolver 1.0 gm, de hemavoxilina en 10-ml, de alcohol ab-
soluto y mezclarla con la solucién de 4cido fosfotungsti-
co.
Afiadir 100 m!. de permanganato de potésib 0.25% y mezclar
Soluci6én verde brillante 0.1%
Verde brillante-~~===-=-= i b 0.1 gm
Acldo acético 0.2%~-~=-=vem=-- vesmmcmcwcec] (0 nl,
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