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RESUMEN

OCUIOA DEL VALLE MONICA. BEvaluacidn comparativa de la cicatri-
zacidn con luz polarizsda laser. (bajo la direccidn de: Héctor
Sumano Lépez y Luis Ocampe Camberos). )

Dados los beneficios de la electroestimulacidn y la apli-
cacidn de laser en la cicatrizacidn de heridas y considerando
gue la densidad de coldgena en una cicatriz determina la cali-
dad de la misma, se utilizaridn 100 ratas divididas en 5 grupos
para evaluar la calidad cicatrizante de varios procedimientos
y substancias. Bajo anestesia se produjerosn guemaduras de ter-
cer grado en 20 rztas por grupo y se les tratd diariamente con:
(A) electroacupuntura, (B) nitrefurazona, (C) zdbila, (D) luz
laser polarizads, () testigo no tratado. Lz densidad de colégg
na se determino mediante andlisis de nidroxiprolina y se deber-—
minos gque los grupos A y C tuvieren la mdxima concentraciin de
coldgena (pg€0.05) seguido de D y B, finalmente el grupo E.
Sole el grupo B mostrd una menor densidad de coldgena gque el
grupo testigo (p<0.05). Se propone gque la determinacidn de
nidroxiprolina puede servir de indicadar de la calidad de la
cicatrizacidn y gque la electroestimulacidn puede incorporarse
a la prdctica clinica dados sus evidentes efectns promotores
de la cicatrizacidn. l : k




INTRODUCCION

Existen algunas evidencias experimentales que apoyan
la idea de que la aplicacidén de alguna forma de electrici-
dad a tejides lesionadns puede acelerar o incluso regene—-—
rar la reparacidn de los mismos ( 1 ). En especial se ha -
informade de que la aplicacidn de impulsos elactricos a 60
Htz de frecuencia y 7 Voltios de intensidad, induce una neo
table regenaracidén de estructuras de proecesos cicatrizales
de primera y segunda intensidn ( 23 ). AGn mds, se conocen
desde hace tiempo la capacidad antibacterizana de corrien-—-—
tes electricas ( 13 ) y los efectos inmunoestimulantes de
la aplicacidn de electricidad a puntes de acupuntura ( 20 ).
incluso, existen aparatos cemercialmente disponibles para -
aplicar alguna forma de slectricidad ( 2 ). La manera en
que se aplica la electricidad varia de acuerdo con el apa-—
se han aplicads campos selectromagneticos (.2 ), cam—
pos electrices ( 1 ), rayes laser ( 15 ) y en el Departa——
mento de Fisiologia de la Facultad de Medina y Zootecnia
(UNAM) se sbtuvieron notables efectes regenerativos con im-
pulsos electricos derivados de un electreestimuladoar para
acupuntura. ‘

Dentro de las técnicas anteriormente mencionadas, qui
z4 la mfs prdctica e indudablemente una de las gue mejores
resultads,s ha brindade es la utilizacidn de rayes laser
( 15 ). Al respecte se desarrollb envhungria una ldmpara de
luz laser polarizada (EBOLITE)Y y con la aplicacidn directa
'de la luz de esta ldmpara en heridas de dificil cicatriza-
cidn se logré un mdenifico process de reparacidn tisular
( 15 ). Entre los resultados losgrados de este nuevo méteds
destaca el tratamiento de:
~ Deficiencias epiteliales.

— Ulceras decubitales

+ M.C.D. Metrimpex. Budapest, ungria y Galaxia Int. de Com.
S.A. Méxicoa.




- Ulceras causadas por insuficiencia arterial.
— Ulceras post-trombdticas.
- Gangrena diabédtica.
-~ Quemaduras,
- Preparacidn para injertos de piel.
-~ Fistulas persistentes.
—~ Aumenta la formacidn de cestras.
- Reduccidn de la formacidn kelsidea.

| Debido a que la cicatrizacidn lograda con eLeCtréesti;
mulacidn ( 23 ) y con zdbila ( 24 ) fué calificada come so-
bresaliente, se considera conveniente evaluar comparativamen
te estos 4 métodos de cicatrizacidn (electreestimulacidn, zd
bila, nitrefurazona y luz laser polarizada) en quemaduras de
tercer grado, donde debido a la lesidn de 1la capa germinal
Se presupons gue el process cicatrizal seri por segunda inten
cidn y éon desarrollo de fibrosis ( 11 ). En especizl se eli-
gio 2 la guemadura de tercer grads como desafis a los métosdos
de cicatrizacidn mancionados, debido a que la aplicacidn de
_productos convencionales ( V.C., nitrofurazona) efrecen resul
tados muy pobres en lo gue respecta a regeneracidn tisular
( 5 ) y obligan 2 lz blsqueda de alternativas que eviten la
fibrosis y la centraccidn tisular con la evidente pérdida de
1la funcidn del area afectada,
‘ Uns de los puntos mds importantes en el process de cica
trizacidn, es el de la densidad de coldgena entre 5 y 10 dias,
Despues de los 10 dias hay un proceso de colagenolisis, por
lo cual dicha estimacidn carece de reelevancia. En este momen
to,a partir de los 10 dias es mds importante para calificar
la calidad de un proceso cicatrizal, evaluar el tipo de colé-
gena que tipicamente se ha establecido en:
Tipe Tejido )
I Hueso, dermis, tenddn, cornea, dentina.
Ir - ; - Cartilagos




IIT Dermis del feto y lactante, mistema cardio.
, vascular.
v Membranas basales.

La coldgena esta formada por 3 cadenas de polipéptidos
unidos en forma de una hélice triple. Contiene gran cantidad
de prolina y lisina, gran parte de estos se encuentran nidre-
xilados. La csldgenz se sintetiza de un precursor denominado
protecoligena gue al perder sus péptides terminales se con-—
vierte en tropecoldgena que al polimerizarse se convierte en
coldgena ( 9 ).

7 Como se puede notar de la clasificacifn de coligena en

.el tejido cicatrizal se sintetizan coldgena del tips I y II,

‘en las cuales existe un arreglo espacial distinte caracteri-

" zado por. '

- Los haces de coldgena son muche mds delgades.

— Existe una desorganizacidn generalizada.

- La coldgena es un material sin birrefringencia que nas indi
ca que es una estructura relativamente desorganizada a ni--

vel molecular.

En virtud de gue se considera que la densidad de cela-
gena de un procese cicatrizal refleja en relacidn directa su
. f@efza de cohesidn y la calidad del proceso regenerative { 7 ),
'.La calid=d promotora de cicatrizacidn de los métodos en eva-
ludcidn se determingd en funcidn de la densidad de coligena al
~ daia 10 y dicha densidad se determiné a su vez mediante la con

centracidn de la hidroxiprolina. '

HIPOTESIS.

7 La aplicacifn diaria de luz laser polarizada a quemadu-
ras de tercer grado en ratas, contaminndzas con Staphylococcus
aurcus ofrece una mejor cicatrizacidn que 1la aplicacidn de
dampés electricos{ de zabila y de nitrofufazona, evaluandola
mediante la densidad de coldgena cicatrizal.,.




OBJETIVO

Evaluar si la aplicacidn diaria de luz laser polarizada
a quemaduras de tercer grade en ratas, centaminadas con Staphi
loceccus aureus ofrece una mejor cicatrizacidn que la aplica=

cifn de campos eléctricos, de zdbila y de nitrofurazona, medi-—
ante la evaluacidn de la densidad de coldgena del proceso ci-
catrizal por el método de la hidroxiprolina.

MATERIAL Y METODO.

Se utilizarom 100 ratas de la cepa Long-Evans, machos y
hembras de aproximadamente 250-300 g de peso, divididos en 5
grupos de 20 cada uno de la siguiente manera:

Grupe A: Tratade con electroestimulacidn: 7-10 veltios y 60 Htz
durante 15 minutoes diariamante, durante 7 diés, con un
celectrcestimulador Akupunter 71-67.

Grdpo B: Tratado con nitrofurazona (Furacin)*¥aplicande diaria-
mente 2 g£ a cubrir la herida durante 7 dias.

Grupo C: Tratade con extracte de zAibila frsco, aplicando diaria
mente 2 £ a cubrir la herida durante 7 dias.

Grupo D: Tratade con luz laser polarizada, aplicando diariamen=-
te 5 minutos sobre la herida, durante 7 dias.

Grupo E: TestiZze no tratade.

bital de acuerdo con la técnica de Harrel y Mason ( 8 ), como
‘se esquematiza en la figura # 1.

v Los animales recibieron un indculo equivalente a 108 bac-
terias de acuerdo con lo descrite por Davis y Dulbecco ( 6 ).
Les tratamientes se iniciaren a las 12 heras de haberse prevo-
cado y contaminade la quemadura.

Al cabo de 7 dias se obtuvieron 2 g del centro del pro-
ceso cicatrizal del animal sacrificadse y se sometierdn al and-
ligis cuantitative de hidroxiprolina de acuerdo con le descri-
to por Zika y Klein ( 27 ) y Neuman y Logan ( 19 ), que se re-—
sume 2 continuacidn:

+ ACK Laboratorios Inc. New Yorke
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1
Las quemaduras se inducieron bajo anestesiz2 con pentebar- '
++ Norwich Pharmacal Co. de Méxice S.A de C.V.



La muestra de piel molida (2g) se calienta en 10-15 al
de Acide clorhfidrice 6 M sobre un bariie de vapor durante 30 mi-
nutes y se mezclan antes de comensar la hidrdlisis a 120'C du-
rante 3 heras.

Se toman alicuntas de 0.2 a 1 ml de hidrolis=ado con las
"dilucisnes apropiadas y se =znalisan por dupliczde para la deter
minacidn de hidroxiprolina que se resume de la siguiente manera:

La cantidad de hidroxiprolinz por muesira se convierte a
coldégena utilizande un factor de 7.46 ( 19 ).

La determinacidn de hidroxiprolina se realiza a travez de
su reaccidn con para-dimetilaminebenzaldehide que produce un in
tenso color reojo con la hidroxiprolina exidada. -

Los reactives para el método son los siguientes:

1.— Solucidn estandar de L-hidroxiprolina conteniende 15 micro-
&£ramos.

2.- Solucién de sulfato de cobre 0.01 M.

‘3.- Hidroxido de sodie 2.5 N.

4.— Perdxido de hidrdgeno al 6 %.

5= Acido sulfirico 3 N.

6.- Para-dimetilaminebenzaldehido al 5% en propanol.

La curva estandar debe incluir concentraciones de hidro-
xiprolinz entre 5-15 mg/ml.

5 ¥n cada tubo de ensayo se colecan las cantidades crecien-—
tes de nidrexiprolina en un volumen de 1 ml y a cada tubo se le
agregan suscesivamente 1 ml1 de cada una de las siguientes solu-
ciones:

- Sulfate de cobre 0.01 M.
'~ Hidrexido de sodio 2.5 N.
- Perdxide de hidrdgeno al 6 %.

‘ Las soluciones se mezclan y se agitan ocacionelménte du-—
rante un periodo de 5 minutos y se colocan en un baio de égua
por 5 minutos con agitacidn. Los tubes se enfrian en un baiis
de nielo y se aliaden 4 ml de dcido sulfdrico 3 N con agitacidn.




Fig. 1 Representacidn esquemdtica del aparato pararinducir gque-
' maduras estandarizadas de sesundo y tercer sgrade.

A.-—

Be—

C--

Barras para asegurar el aparato.en los bordes de un
dispositivo de asgua a 395°'C.

Sitio donce se Situa 2 la rata anestesiada con el
dorse hacia el orificio. , ‘
Orificie gue permite el contacto de piel y agua a
95'C. |
Banda de metal para presionar a la rata dentro de.
la cémara. ’




Los tubos se colocan en un baiio de agua a T70'C durante 16
minutos y despues se enfrian baje el chorro de la llave de 2gua.

Las soluciones se leen an un espectrofotdmetro a 540 nand-
metros ( 13 ), situande en una curva estandar los valores de las
muesﬁras experimentales. La curva estandar o de recuperacidn se
estableceri con réplicas de 5 muestras por valor, para estable-
cer los limites de confiabilidad del procedimient»s que, de acu-—
erds con 1o descrito por Neuman y Logan ( 13 ) fluctua entre -
los 100 y 150 mg.

Tl tratamiento de los resultadoss se llevo acabo conforme
el siguiente dingrama de flujo.

OBJETIVO
Probar hipdtesis. i
Ha 5°a = 5%b = s%c = 5%a = s%. |
o 52a = s%b # S%c = s2d & S°e.

W Ay i,

ey Aves s . 3 Y
L? muestras de 10 unidades cada uno

Independientes.

Bscala de intervalo g/100 | !

~{Un sole factor: Tratamientoe.

Andlisis de Varianza de un solp camino.

Con ello demostramos “si existen o nd diferencias estadis-
ticamente significativas entre los grupos debidos al tratamien-
to. i ‘

Una vez probado que nhay diferencias, se debe ver cual e
cuales son los tratamientss que la determinan.
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OBJETIVO

Contrastar medias. .
Ta Xa X control;Xb = X controli;¥Xe = X control;Xd = X control
llo Xa = X control;Xb = X control;¥c = X control;Xd X control

e

it

5 muestras
4 de control i

T ce Dunnet

Con ello deterainamss cuales tratamientos definen la dife-
rencia estadisticamente significativa contra el control.

Si existen 2 trz2tamientos que difieren significativamente
dal control se hzce: '

OBJETIVO

Contriste de medias
Ha = Xa = Xb
Ho = Xa = Xb

2 muestras de 10 uni-

dades cadsa una.

Independientes

Escala de intervalo g/IOOJ

Un solo factor Tratamiento: D

’ t de Student.

Esto nos permite diferanciar los mejores tratamientosge.



RESULTADOS.

En la figura # 2 y en el cuadro # | se presentan la curva
de recuperacisdn de hidroxiprolina y les datos correspondientes
utilizados como base para la‘determinaciin de las muestras. La
curva tiene una confiabilidad de mAs del 395% en su regresidn li-
neal.

En el cuadro # 2 se presentan los datos del contenido de
nidroxiprolina, expresados en gramos por cada 100 g de proteina.
Cada una de las muestras fué corrida para formacidn de coler
conforme a la prueba de Neuman y Logan ( 19 } 5 veces.

Las pruebas estadisticas indican que el mayor contenidoe en
hidroxiprolina lo presentd el grupoe tratado con electreacupuntu-—
ra' y en segundo término el tratade con z4dbila; y gue los valores
fuercn estadisticamente diferanties que‘los del grupeo control
(P<L0.05).

, En cuanto a la luz laser de rayos polarizados y la nitrofu
razena, se oebservd que sus valores en hicroxiprelina no difieren
significativamente de aquellos del grupn control.
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2 Curva de recuperacién de hidroxiprolina. Formacidn de
color con hidroxiprolina. E = 2-1los& del porciento de la
transmisidn de la luz con filtrs del Ne. 540.






Muestra No.  E1ec£roacupuntura Séabila Ebolite Nitrefurazona Control
1 13.0 10,0~ 9.5 - 3.0 8.6
2 4.1 : 1.6 3.8 8.6 3.0
3 13.6 . 12.8 10.0 8.3 9.3
4 S 3.7 12.9 10.3° 8+4
5 - 14.3 1.9 9.6 8.3 9.8
6 13.3 12.1 10.1 9.1 8.7

v 14.2 11.8 3.8 8.7 9.0
8 13.7 12.0  10.2 " g.0 9.5
9 14.2 1.8 10.0 8.8 9.2

10 14.3 , 12.6 9.4 8.7 9.6

Cuadre # 2. Contenido de hidroxiprolina, expresado en gramos por c=zda 100 gré-

mos de proteina.

£y
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DISCUSION.

Bn la metodologia utilizada se considera gue se oabtuvi-
eron quemaduras &e caracter homogeneo. Dadas las caracteristi-
cas de las lesiones se puede considerar con seguridad comd gue-
maduras de tercer grado de acuerdo con la clasificacidn cldsica
( 186 ) o bien, de grosor total conforme a la nueva clasificacidn
¢ 14 ).

Por otro lado, destzaca tambien la homogeneidad de las con
c

centraciones de hidroxiprolina en los diferenres grupos. Esta

2
racteristica puede en los dias 5 al 10 del procesos de reparaci-
rSn de una herida, considerarse como confiable para la estimacion
de la calidad cicatrizal de diversos productos y considerande
que existe unz cerrelaciin zdecuzda entre los hallazgns histeps—
toldgicos y de tensidn de herida encoentrados en otros ensayos

( 9 ) con la densidad de coldgena, se sugieré aqui que la prueba
de densidad de hidroxiprolina se utilice rutinariamente en la
eveluacidn de cicatrizantes.:

La aplicacidn de luz laser de rayos polarizados arrojo
resultados ligeramente inferiores 2 la electroestimulscidn y a
la zdbila pero superiores a los obtenidos en el grupo testigo
aun que no estadisticamente. Esto indica gue existe una accidn
definida de este procedimiento en la sintesis de coldgena y por
1o tanto puede recomendarse para promovér la cicatrizacidn, es-—
pecialmente en pacientes dificiles de manejar o en areas donde
la sencibilidzd a la insercidn de agujas (necesarias para admi-
nitrar electroeestimulacién) es muy grande. Sin embargo, se su-
glere que se lleven a cabo nuevos ensayoss en los gque se deter-—
mine cin mayor precisidn la frecuencia y la duracidn del esti-
mulo laser polarizado en animales domesticos ya que, el tiempo
de exposicidn y la frecuencia de los tratamientos adoptados en
este ensaye fueron fueron tomados de la experiencias en seres
numanos ( 15 ). Es posible y guizi probable gque la aplicacidn
de luz laser de rayos polarizados por més tiempo y con mds
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frecuencia puede generar mejores resultados en terminos de co-
l4gena.

Por otro lado, se na informado gue la aplicacidn de luz
laser ne polarizada a dado magnificos resultados en lesiones
cutdneas de naturaleza variable ( 18 ). Y se ha postulzdo gque
dicho procedimiento tiene multiples aplicaciones clinicas ( 17,
25 ). Sin embargo, de los estudioss de aplicacién del raye laser
para regenerzeibn de estructuras ( 4,12,17,18,25 ) destaca el
necho de que las caracteristicas exactas del estimulo laser es-
tan vagamente definidas. Inclusgso, existen marcadas controver-
sias en los resultados con modificaciones de la aplicacidn de
. laser. Asi, se consideran "exclusivaments superiores": la estimu
de laser co, ( 12 ), laser de baja densidad ( 4 ) y Laser de
luz polasrizada ( 15 ). De cualquier forma, existe evidencia su-—
ficiente en la literatura ceomo para sustentar gque la aplicaci-
5n de luz laser es capdz de inducir alteraciones notables en
la subestructura de la coligena, mismes gque de alguna manera
favorecen la consolidacidn de heridas ( 21 ). ‘

Por la sencillez con la que se aplica la luz laser de
rayos polarizados y la evidente modificazcidén del comportamien-—
to de la colégena, se podria sugerir que este métado puede te-
ner cabida en la clinica diariaj; aunaue aln resta por definir-
se 1la forma exacta de dosificacidn de este método, asi come
determinar las caracteristicas subestructurales de la modifi-
cacidn inducida en la colidgena cicatrizal, ya que la tenden—
cia de las investigaciones en el campon estan dirigidas a la
modificacidn de la sintesis de coldgena cicatriz=zl, con espe-
cial enfasis en evitar la polimerizacidn de las fibras y fo-
mentar un arregleo espacial similar al presentads por la cold-
gena tipe I ( 9 ).

Aunque se ha postulado en forma general que la luz la-
ser estimula la mitosis celular ( 15 ), no se ha postulado un
mecanismo preciso de accion para longitudes de onda de 904nm
gue generan luz fria. Sin embargo, laz aplicacidn de electrici-
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dad en diversas formas (corriente alterna, campos electromag-—
néticos, ionizaciones y rayos laser), es una area de investi-
gacidn con notable expansién y por ello, resulta procedente
sugerir la continuacién en el area ( 3,22,26 ).
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