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INTRODUCCION

La piel cubre la superficie corporal del cuerpo e incluye anexos cutineos como uiias, pelo y
varios tipos de glandulas. Protege al organismo de substancias e influencias nocivas;
proporciona una barrera a la invasién por microorganismos; ayuda a regular la temperatura
corporal; por el sudor excreta agua, grasa y varios productos de desecho; es el drgano
sensitivo mis extenso del cuerpo para la recepcién de estimulos tactiles, térmicos y
dolorosos.

La piel estd compuesta de dos capas: epidermis, epitelio especializade derivado del
ectodermo; y por abajo del mismo, la dermis de tejido conectivo denso, derivado del
mesodermo.

Debido a la cantidad de procesos en donde la piel estd sujeta a diferentes tipos de heridas o
alteraciones de su integridad, come quemaduras, abrasiones, contusiones, laceraciones,
punciones, etcétera, ha sido de gran importancia el estudio de medicamentos o materiales
que ayuden a su reparacién (1).

Las heridas superficiales de la piel pueden sanar con el tiempo y sin necesidad de
administrar un medicamento, pero si no se cuidan adecuadamente se pueden presentar
infecciones que pueden llegar a ser ‘problemiticas y complicar el proceso de cicatrizacion
de la herida. Si hace falta una gran superficie de tejido epitelial, se emplean materiales que
asemejan las propiedades mas importantes del tejido epitelial y ayudan en su reparacion
(2), o piel obtenida de otro lugar del cuerpo o bien por la proliferacién acelerada de piel in
vitro compatible con el paciente y que pueda colocarse en el lugar de la piel faltante,
evitando asi posibles infecciones al organismo.

El uso de medicamentos en lesiones de la piel, tiene como objetivo evitar posibles infeccio-
nes y ayudar a su proceso de reparacion.

En los ultimes afios se han generado toda una serie de investigaciones con el objeto de
encontrar y/o desarrollar agentes que aceleren y mejoren el proceso de cicatrizacién, ya que
la importancia radica en que éste debe de ser ripido y eficaz, para evitar una posible conta-
minacién y deshidratacion del tejido.

En este trabajo, se presenta una evaluacion clinica y un estudio histolégico sobre la
cicatrizacién de heridas en piel, utilizando como modelo experimental la rata Wistar. Se
describe, mediante un andlisis histologico, que las zeolitas AIPO eariquecidas con calcio y
zine, tienen un efecto evidente en la rapida epitelizacion, diferenciacién de foliculos pilosos
y reparacion del tejido, proporcionando un proceso de cicatrizacion mas rapido y eficiente.



CAPITULO 1
ANTECEDENTES

GENERALIDADES DE LA PIEL
La piel es una estructura compleja que se encuentra dividida en dos capas: la epidermis y la
dermis.
La epidermis es una capa delgada que se localiza en la parte externa de 1a piel, proporciona
la proteccién contra infecciones y la pérdida de humedad corporal al organismo; esta
formada por un epitelio de tipo estratificado queratinizado, dividido en cince estratos
caracteristicos, melanocitos, terminaciones nerviosas, células de Langerhans, células de
Meérkel y células dendriticas. {3, 4)
La dermis es una capa gruesa que se localiza en la parte intema de la piel, provee la
elasticidad y fuerza mecanica a la piel (2), se encuentra dividida en dos zonas. La dermis
papilar y la dermis reticular, las dos formadas por una matriz de fibras elasticas, colégena,
fibroblastos, vasos sanguineos, glandulas sebiceas, sudoriparas y foliculos pilosos. Las dos
capas, epidermis y dermis estdn intimamente unidas. El conjunto tiene un espesor que varia
entre 0.5 y 1.1mm en el caso de la rata Wistar. (5)

1.1. EPIDERMIS
La epidermis es un epitelio escamoso estratificado que conforma la cubierta protectora de la
piel (6), estd formada por cinco estratos, que son morfologicamente distintos (Figura 1). (2)

a) Estrato germinative (8G). Esta formado por una capa tnica de células cilindri-

cas, que descansan sobre la limina basal y cada una de ellas tiene prolon-
gaciones citopldsmicas delgadas y cortas en su superficie basal. Estas extensio-
nes dentadas corresponden a invaginaciones de la ldmina basal y parecen fijar el
epitelio a la dermis subyacente. La membrana plasmatica en relacién con la
ldmina basal presenta gran nimero de hemidesmeosomas. En este estrato se
observan con frecuencia mitosis celulares, mecanismo por el que se producen
nuevas células que son desalojadas a la capa superior, ademds de sintetizar
DNA. (6,7)
La epidermis sufre por si misma una constante renovacién y proliferacién de los
queratinocitos, estas células predominantes estan confinadas al estrato basal y
se mueven por estratos sucesivos hacia la superficie, estos sufren un proceso de
diferenciacién terminal que da como resuitado células anucleadas, planas y
muertas que [levan queratina al estrato cémeo, y que cuando llegan a la
superficie son continvamente reemplazadas por diferenciacion de células
internas de la superficie de la epidenmis. El proceso entero de renovacion para la
epidermis toma aproximadamente 30 dias en general. (2,6)

b) Estrato espinoso (S8). Este estrato €5 mds grueso y esta integrado por células
poliédricas irregulares separadas entre si. Las células en este estrato son mds
grandes que las del esltrato basal, presentando abundantes prolongaciones cito-
plasmicas, que le confieren el nombre al estrato. Las prolongaciones de estas
células se unen mediante desmosomas a prolongaciones similares de las células
vecinas. A medida que las células maduran y avanzan hacia la superficie,



c)

d)

€)

aumentan de tamafio v se hacen més planas y paralelas a la superficie (8). La
superficie de estas células (espinosas o queratinocitos) estd cubierta de espinas
citoplasmicas cortas o proyecciones que se ponen en contacto con otras
semejantes de células adyacentes para formar los llamados puentes interce-

hulares. (7)

Estrato granuloso (SGR). Es el estrato mas superficial de la porcién no
queratinizada de 1a epidermis, varia en su espesor de tres a cinco ¢élulas alarga-
das dispuestas en forma paralela a la superficie. Las células contienen
abundantes granulos de queratohialina, que le dan el nombre a la capa. (8,9)

Estrato lircido (LS). Es un estrato claro, transparente, con espesor de tres a cinco
células aplanadas y unidas entre si que carecen de nicleo, su citoplasma
contiene una sustancia liquida, la queratohialina, producto de los granulos
presentes en las capas adyacentes y que esta distribuida entre las tonofibrillas,
dispuestas de forma paralela a la superficie de la picl. (7)

Estrato cérneo (SC). Es una barrera impermeable, formada por una densa capa
de escamas de células planas, anucleadas y exofoliadas llenas de queratina, que
se aplanan progresivamente y son fusionadas. (7, 9)
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Figura 1. La epfdermis es la capa mas superficial de la piel y provee la
primera barrera de proteccion contra la invasion de sustancias ajenas al
cuerpo. La célula principal de la epidermis es el queratinocito. La epidermis
estd subdividida en cinco estrates: estrato germinative (S8G), estrato
espinoso (S$), estratc granuloso (SGR), estrato licido (SL) que no se
distingue en la fotografia y el estrato comeo (SC) en ef que los queratinocitos
migran en forma gradual sufriendo el proceso de descamacion.



1.2. DERMIS

La dermis estd compuesta basicamente de fibras de tejido conectivo denso, laxo y
sustancia fundamental. La dermis est dividida dentro de dos zonas: la papilar o superficial
y la reticular o profunda. (Figura 2) (9,10)

a)

b)

Dermis papilar: El irea papilar se denomina asi por que tiene elevaciones sobre el
epitelio formando las papilas dérmicas. Consiste de tejido conectivo laxo aerolar
ubicado inmediatamente por debajo de la epidermis. Dentro de la dermis papilar se
encuentran fibras de colagena de didmetro pequefio, con un alto contenido de colagena
tipo IIl y fibras de elastina filiformes formando una red (8). Esta red es sintetizada por
los fibroblastos en toda la dermis papilar y nutrida por capilares desde €l plexus
vascular superficial (2). La capa papilar es relativamente fina e incluye la sustancia de
las papilas y las crestas dérmicas, contiene vasos sanguineos sin penetrar la epidermis.
También contiene prolongaciones nerviosas, algunas de las cuales finalizan en Ia
mismas dermis y otras perforan la lamina basal penetrando el compartimento epitelial.

®

Dermis reticular: Esta constituida por tejido conectivo denso irregular y esta colocada
inmediatamente por debajo de la dermis papilar (9), se compone de una red de fibras de
colagena y fibras de elastina, estas son proteinas altamente solubles presentes como una
red en el tejido conectivo y son las responsables de la elasticidad del tejido (11).
Ambas, coldgena y elastina, son de un didmetro mayor en comparacién a la dermis
papilar. Las fibras de colagena tipo I son proporcionalmente mayoritarias. Las fibras de
colagena y de ¢lastina no tienen una orientacion aleatoria, forman lineas regulares de
tensién en la piel, denominadas lineas de Langer. Las incisiones cutineas paralelas a
estas lineas cicatrizan con tamafios minimos., La dermis reticular es alimentada por
capilares del plexus vascular profundo. (8)

Figura 2. La dermis se hace cargo de funciones importantes como la
termorregulacién y soporta la red vascular que abastece con nutrientes a la
epidermis avascular. La dermis se divide en dos zonas, dermis papitar (PD) y
dermis reticular (RD). La dermis contiene un gran numero de fibroblastos los
cuales son responsables de secretar coldgena, elastina y sustancia
fundamental proporcionando el soporte y la elasticidad de la piel.



Dispersa por toda la red de fibras de la dermis, se localiza la sustancia fundamental que
estd compuesta de proteinas (predominantemente fibronectina) y glicosaminoglicanos;
4cido hialurénico, condreitin sulfato, dermatdn sulfato, agua, electrolitos y nutrientes. (2,9)

1.3. MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular es un complejo estable de macromoléculas que se encuentran debajo
del epitelio rodeando a las células del tejido conectivo, se encuentra como matriz
intersticial {ej. tejido conectivo) y como membrana basal (). epitelio y endotelio). Esta
formada por cinco componentes principales; coligena, membrana basal, fibras elsticas,
fibronectina y proteoglucanos. (12,13)

Las macromoléculas que constituyen las matrices extracelulares se caracterizan por su
escasa variedad entre ellas, y tienen como comiin denominador el ser polimeros lineales
anidnicos, siendo estas:

a) Glicosaminoglicanos (acido hialurénico)

b} Proteoglicanos (4cido condroitin sulfato, hepardn sulfato, dermatan sulfato, queratin
sulfato, heparina}.

<) Glicoproteinas (coligena tipo I, I1, HI, IV, etc., fibronectina, laminina, condroitina,
anclaina, etc.)

d) Proteinas (elastina)

Los glicasaminoglicanos son un grupo heterogéneo de polimeros lineales anibnicos
constituidos por secuencias repetitivas de disacéridos formados por un aminoazucar. Su alta
capacidad hidrofilica les permite formar geles hidratados muy porosos que ocupan un gran
volumen, y cuando estos se encueniran unidos covalentemente a una proteina se conocen
con el nombre de proteoglicanos.

Las colagenas son una famnilia de proteinas emparentadas intimamente entre si, que poseen
propiedades comunes. La funcién mas conocida de las colagenas es el sostén fisiologico, ya
que se fijan a las superficies celulares y modulan la morfogénesis, quimiotaxis, adhesidny
agregacion plaquetaria, unién celular y fenotipo celular (13). Ademas de la coligena y
elastina, la matriz extracelular contiene varias otras glucoproteinas, de las cuales la mejor
caracterizada es la fibronectina. Mediante 1a accidn de transglutaminasas (Factor XIII de la
cascada de la coagulacion) la fibronectina entabla enlaces covalentes cruzados con ella
misma, el fibrindgeno, la fibrina o la colagena. Esta forma de enlaces cruzados es muy
importante en las fases iniciales de la reparacidn de las heridas.

La piel y los vasos sanguineos requieren de una elasticidad, y de fuerza tensiona! para
cumplir sus funciones. Mientras que la fuerza tensional es provista por miembros de la
familia de las coldgenas, la capacidad para retroceder después del estiramiento se debe ala
elasticidad de las fibras. {13)

[.as membranas basales son estructuras delicadas de la matriz extracelular que se encuen-
tran en la interfase entre las células y el estroma que contiene coligena tipo IV y laminina.
Son una estructura compleja que se forma por interaccidén de varias macromoléculas como;
la colagena tipo IV, laminina, entactina y el proteoglicano heparin sulfato. Estos
componenles mediante asociacién mutua tienen el potencial para regenerar una diversidad



de estructuras que son requeridas por diferentes tejidos (14). Las membranas basales
poseen una considerable fuerza temsional y prestan sostén fisico a las estructuras que
descansan sobre ellas o son rodeadas por ellas. Asi mismo, funcionan como sitio para la
fijacién celular. (13)

Las funciones de la matriz extracelular son; da el soporte mecénico para el anclaje celular,
determina la orientacién celular, controla el crecimiento celular, mantiene la diferenciacion
celular, proporciona un soporte para el tgjido nuevo, establece un microambiente para el
tgjido (12); entre otras cumple una funcién crucial en la curacion de las heridas por sus
propiedades quimioticticas y adherentes. La fuerza de oposicién a la herida y las
propiedades de la cicatriz dependen en (Gltima instancia del depdsito de una matriz
extracelular adecuada. (13)

1.4 HIPODERMIS

Esta capa, también Illamada tejido subcutineo, estd formada por tejido laxo aerolar que
suele contener tejido adiposc (paniculo adiposo), linfocitos, vasos sanguineos, fibras
nerviosas y tejido conectivo. Sus principales funciones son; almacenamiento de grasa,
termoregulacién y soporte de la capa dérmica y epidémmica. Estrictamente no se considera
como parte constitutiva de la piel. (13)



1.5. ANEXOS DE LA PIEL

Las células que componen la epidermis y la dermis, participan en una compleja interaccion
para formar los apéndices de la piel. La dermis centiene una variedad de unidades funcio-
nales que incluye foliculos pilosos, glandulas sebiceas, glindulas sudoriparas, nervios y
capilares. Ademdas en la zona del tejido adiposo se localizan venas, arterias y musculo
inmediatamente debajo de esta capa. Entre esos apéndices, las glindulas sudoriparas
apocrinas secretan lipidos y agua, estas se encuentran establecidas sélo en dreas especificas
(15). Las glandulas sudoriparas, tienen la funcién de secretar agua y sales para realizar la
termoregulacién. Las glindulas sebaceas, secretan una mezcla de lipidos que ayudan a la
permeabilidad de la epidermis. (2)

Los foliculos pilosos se originan bajo la dermis, pasan a través de ella y de la epidermis.
Estan soportados por fibras de elastina y coldgena, més abajo sus raices estan soportadas
por una red de musculo liso (Figura 3). El pelo de la rata Wistar mide aproximadamente
lcm de longitud en la region dorsal. (5)

Las glandulas seb4ceas secretan sobre la epidermis un fluido seroso que pasa a través de un
conducto. Las terminaciones nerviosas se localizan en la epidermis y dermis para proveer
las sensaciones de tacto, dolor vy temperatura. Las terminaciones nerviosas libres estin
localizadas en la epidermis y alrededor de los foliculos pilosos.

Los vasos sanguineos proveen la nutricién asi como asistencia en la presién y regulacién
térmica, Una serie de vasos sanguineos en el tejido cutdneo, suministran sangre a la porcién
inferior de los foliculos pilosos. Las ramas de esos vasos sanguineos nutren ¢l plexus
subcapilar que esta localizado entre la dermis papilar y la reticular. Los capilares derivados
de esos vasos alimentan a las glandulas sebaceas y sudoriparas.

La estructura glandular y vasos sanguineos en la piel son frecuentemente dafiados como
resultado de quemaduras, tlceras etc. No siempre los componentes del tejido conectivo son
reparados durante la cicatrizacion de la herida, lo que se debe a un proceso de cicatrizacion
deficiente. Los medicamentos que ayudan en la regeneracion de esas estructuras son muy
utilizados especialmente por los resultados estéticos. (15)

Figura 3. Piel normal del dorso de la rata Wistar. (e) epi-
dermis, (d) dermis, (fp) foliculo piloso, {ta} tejido adiposo
Y (tl) tejido laxo. {foto original del trabaje)



CAPITULO 2

PROCESO DE CICATRIZACION EN LA PIEL

Cuando ocurre una herida en la piel se desencadena una serie de fenémenos complejos
interrelacionados, que implican tanto la dermis como la epidermis. El tipo y tiempo de
cicatrizacién estin dados por el tipo y profundidad de la herida. Sin embargo, €l proceso es
esencialmente similar para todos los casos. (16, 17)

Después de ocurrida una herida, el proceso de cicatrizacién sigue su curso dando lugar a
que algunas caracteristicas del tejido en reparacién cambien con el tiempo. Por ello para
evaluar el efecto realizado por un medicamento o algin material en el proceso de
cicatrizacién de la piel, se debe de llevar un registro de las caracteristicas relacionadas con
estos efectos durante un periodo prolongado, ya que es fundamental para definir lo mejor
posible el efecto del material empleado sobre el tejido dafiado.

El proceso de cicatrizacién comprende el reemplazo de tejido muerto por tejido vivo. Las
células muertas y otros detrilos causados por la lesién se eliminan por un proceso de
limpieza de la herida. Las células fagocitarias de la respuesta inflamatoria se ocupan de
cumplir esta limpieza. Después de la fase inflamatoria ofros mecanismos como;
contraccién, formacién de la matriz extracelular, epitelizacién, remodelacién y reparacion
completan el proceso de cicatrizacién.

2.1. PROCESO INFLAMATORIO

Cuando la piel sufre un dafio en su integridad como es el caso de una herida, la pérdida de
continuidad de la piel origina una hemorragia, muerte celular local y contaminacién con
microorganismos. Por lo tanto, el proceso inflamatorio ocurre de manera inevitable
siguiendo un orden determinado para llevar a cabo el restablecimiento hemostitico de la
piel. La coagulacién sanguinea es el primer proceso que se presenta y comprende dos
respuestas: la humeoral y la celular (Figura 4).

La respuesta celular tiene que ver con la interaccién de plaquetas con la trombina y
colagena (18), mientras que en la humoral intervienen elementos contenidos en el plasma.
En el momento en que la integridad del endotelio es dafiada en el sitio de la herida, ocurre
una constriccion de los vasos sanguineos. La oclusién vascular ocurrida en el sitio de dafio
es importante para ayudar a controlar la hemorragia. Esta oclusién sucede de 5 a 10
minutos después de ocurrida la herida y es seguida por una vasodilatacién activa que
involucra a todos los elementos de la vasculatura local. Esta vasodilatacidén se lleva acabo
con los mismos elementos contenidos en el plasma como son; las enzimas, proteinas,
anticuerpos, etc. (19)

Los vasos sanguineos rotos durante la herida, conducen a una extravasién de los constitu-
yentes sanguineos con agregacién de plaquetas y la coagulacién de la sangre.

La formacién del codgulo se lleva a cabo en el vaso dafiado, afectando la hemostasis
alrededor del tejido. La fibrina depositada intersticialmente en la zona daftada por los
fibroblastos cumple una funcién imporiante en las primeras etapas de reparacién de las
heridas. Las plaquetas, células encargadas de la coagulacién de la sangre, inducen
hemostasis principalmente por la via de agregacién cuando es aumentada por adenosin
trifosfato (ADP) y tromboxanos, seguida por una vaso- constriccién mediada por ADP y



serotonina, y por Gltimo via fosfolipido facilitando la unién del factor V de la coagulacién
con la subsecuente estimulacion de la cascada de coagulacién. La cascada de coagulacién
produce por si misma mediadores tales como trombina y calicreina los cuales son
quimiocatrayentes para la circulacién de leucocitos.

La adhesién y agregacion plaquetaria son fundamentales para la hemostasis estimulando
un nimero de componentes generados o expresados en el sitio de la herida, incluyendo
trombina y fibras de colagena (20). La trombina generada por el proceso de coagulacién,
tiene la funcién de llevar a cabo la congregacion de las plaquetas cuando es liberada la
fibronecting, fibrina y trombospondina. La liberacién de plaquetas de tipo granulo alfa de
las citocinas y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), facilita
subsecuentemente la quimiotaxis celular (fenémeno por el cual son atraidas otras células al
sitio de la herida), proliferacién y produccion de una matriz extracelular.

El fibrinégeno una vez convertido a fibrina por la trombina forma ¢l codgulo. Este codgulo
de fibrina y fibroneclina actiia como una matriz provisional para la afluencia de
neutréfilos, macréfagos y fibroblastos al sitio en reparacidn (20). A medida que 1a super-
ficie del coagulo se va deshidratando forma una costra que brinda una proteccién Hmitada
contra la contaminacién externa manteniendo asi la homeostasis interna y proporcionando
una superficie por debajo de la cual se da la migracién de ias células epiteliales. (21)

Una vez terminado el proceso de coagulacion, llegan a la herida los diferentes tipos de
leucocitos en una secuencia ordenada (Figura 5). Las primeras células en aparecer son los
neutréfilos, seguidos de los monocitos. Los neutréfilos hacen su presencia en las primeras
horas después de ocurrida la herida, permaneciendo en grandes cantidades por un dia o mas
y finalmente disminuyen su mimero rapidamente siempre que no haya infeccion. La
primera funcidn de los neutrdfilos es la de destruir bacterias.

Los monocitos se originan a partir de células precursoras que se encuentran establecidas en
fa médula del hueso, al entrar en la region de la herida estas células se transforman en
macrofagos cumpliendo con el desbridamiento (limpieza) de la herida mediante la
fagocitosis del material necrosado y detritus, estimulando a los linfocitos para que
sinteticen anticuerpos. {22)

Los macrofagos también elaboran ciertos factores que promueven la sintesis de DNA, la
proliferacion de fibroblastos y células endoteliales. La principal accién de los neutrdfilos y
macrofagos es la fagocitosis de organismos contaminantes y detritus en la herida. Estos
iltimos alcanzando su mayor niimero aproximadarmente 24 horas después de los neutrofilos
y disminuyendo peco después. Un niimero importante de macréfagos permanece durante
varias semanas en las heridas que cierran por primera intencién, es decir, heridas que
cierran inmediatamente y, mas tiempo en heridas abiertas o de segunda intencidn, que es la
cicatrizacion espontinea con intervencién quiriirgica nula, o minima, dependiendo del
grado de dafio. (1)

Los macrofagos ademés producen citocinas como son: el factor de crecimiento
transformante TGF-a, TGF- y el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF). El
PDGF es el mitdgeno mas potente en un suero de células de origen mesenquimatico, el cual
influye en la proliferacién de fibroblastos, neutréfilos y monocitos.

En ocasiones los macréfagos se pueden fusionar entre ellos para la formacion de células
gigantes multinucleadas las cuales también son fagociticas. La progresién ordenada de los
neutréfilos y macrofagos estd comrelacionada con la concentracidn requerida del factor de
crecimiento derivado de plaquetas, requerido para llevar a cabo la quimiotaxis maxima.
(22)



Siguiendo la entrada de los macréfagos dentro del sitio de la herida, los linfocitos también
se establecen en el sitio de inflamacién. La presencia de los linfocitos en reacciones
inflamatorias indica la presencia de una respuesta inmune a material extrafio (22). La
interaccién entre célula—célula leucocitaria es la responsable de que los leucocitos rodeen el
sitio de la herida, cuando se realiza una incision lineal en ratas conduce al incremento de la
preduccion de colagena e infiltracién de los fibrobiastos. (23)

La interaccion entre las linfocinas determina el eventual resultado en la cicatrizacidn de las
heridas. En las etapas tempranas de cicatrizacién de la herida, las células T- ayudadoras
promueven la actividad de los macréfagos. Esta estimulacidn, es rapidamente suprimida
por las células T- supresoras, dando como resultado la regulacion del sistema. Si esto no
ocurriera, podria conducir a una inflamacion crénica (24). La duracion y la intensidad del
proceso inflamatorio estd determinado en la severidad del trauma sufrido por el tejido,

Figura 4. Fendémenos
2| iniciales en la repara-
cién de la piel. La for-
macion del codgulo ha
ocurrido y ¢l espacio
de la herida se ha lle-
nado. Los capilares se
han obstruido y se lo-
Llgra la hemostasia.
{Tomado de Banks J.
William. Histologia ve-
terinaria aplicada, Ed.
Manual moderno, 1996
457p).

Figura 5. Etapas de
==weee induccion e iniciacion
= de la inflamaci6n. Las
células inflamatorias
han invadido el sitio
de la herida. Se inicia
la negvascularizacion
y la migracién celular
epidérmica. (Tomado
de Banks J. William.
7] Histologia veterinaria
aplicada, Ed. Manual
rmoderno, México.
1996. 458p).
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2.2 PROLIFERACION

Esta fase de reparacién de la herida, estd caracterizada por la formacién de tejido de
granulacién, con la migracién y proliferacién de fibroblastos, la formacion de la barrera
epitelial, neovascularizacién y la produccién y depdsito de moléculas de la matnz
extracelular particularmente la colagena (Figura 6).

2.2.1 Fase fibroblidstica

Los fibroblastos son los responsables de la formacién de los componentes del tejide conec-
tivo, especificamente la colagena (Figura 7) y los glicosaminoglicanos {mucopolisacdri-
dos), y en un estadio mas tardio son los responsables de la formacion de las fibras eldsticas,
(18)

Aproximadamente 72 horas después de producida la herida, los fibroblastos y capilares se
infiltran en el sitio de la herida poce después de los leucocitos en respuesta al factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento transformante (TGF-
B). La matriz provisional rica en fibronectina y fibrina, sirve como guia para la migracién
celular funcionando como una base para el movimiento celular. (25)

Los fibroblastos sufren un proceso de proliferacion, asociada con la entrada de las células a
GO (quiesentes) dentro de la fase temprana Gl del ciclo celular y es controlado por el
PDGF, FGF-2 y fosfato de calcio.

La produccién de coldgena por los fibroblastos es regulada primeramente por TGF-P (26),
y FGF-2 en reparacién de heridas normales (27). El PDGF indirectamente estimula la
sintesis de colagena mediante la estimulacién de los fibroblastos para producir TGF-p (28).
Grandes cantidades de fibronectina, dcido hialurénico y coldgena tipo I y tipo III, son
depositadas inicialmente para formar el tejido de granulacién inmaduro. En especial, la
fibronectina cumple un papel importante en la adhesion celular y estd involucrada en la
remodelacién de la matriz extracelular, debido a la fagocitosis de particulas extraﬁas en el
drea de la herida por macréfagos y fibroblastos. (29)

Ademas de la funcion de producir la matriz exiracelular, tos fibroblastos estin involucrados
en el proceso de contraccién de la herida, estos sufren un cambio en su fenotipo con largos
paquetes de actina arreglados paralelamente a lo largo del eje de la célula; a medida que
aumenta el contenido de coldgena en el sitio de la herida, decrece la cantidad de gluco-
proteinas y mucopolisacandos, asi como también el nimero de fibroblastos. La disminu-
cién de estas células marca el final del estadio de reparacion y el comienzo del de madu-
racion, Con la reduccion del mimero de fibroblastos, decrece la sintesis total de coligena y
por ultimo se equilibra la tasa de destruccidn del mismo. Esta destruccion puede ser el
resultado de la liberacion de colagenasas, por parte de las células epiteliales y fibroblastos
en proliferacioén, que toman contacto con el nuevo epitelio. (21)
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Figura 6. Etapa prolifera-
tiva de la reparacién de
una herida. Persiste [a in-
ftamacion y las células
epidérmicas migran sobre
la herida por debajo de la
costra. Continba !a neo-
vascularizacion vy los fi-
broblastos invaden el
coagulo con nuevos va-
505 sanguineos (Tomado
de Banks J. William. His-
tologia veterinaria aplica-
da, Ed. Manual modemo,
México. 1996. 458p).
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Figura 7. Fases de la sintesis de la colagena. (Tomadoc de Stanley L. R.
Patologia estructural y funcional, Ed. Interamericana, México 1988. 81p).



2.2.2 Fase de contraccion

La contraccién de la herida es importante en el proceso de reparacioén del tejido y es modu-
lada por los fibroblastos. La contraccién es la reduccién mecanica del tamaio de la herida
por accidn de los fibroblastos Hlamados miofibroblastos en este caso por realizar la funcién
de contraccién en la reparacién de tejido. En algunas circunstancias la retraccion reduce el
tamafio del defecto original hasta en un 70%, y si se impide esta retraccién puede dar
como rtesultado la formacién de cicatrices grandes y antiestéticas en la piel. Los
miofibroblastos aparecen en la zona de la herida a los 2 6 3 dias de haberse producido la
lesion y migran hacia la herida para su contraccién activa.

La cicatrizacién de la piel implica tanto a la dermis como la epidermis, involucra procesos
complejos que llevan a la formacién de nuevo tejido. Los miofibroblastos responden a
factores de crecimiento, siguiendo diferentes rutas como por ejemplo el TGF-B-1 que
aumenta la contraccion de células del tejido de granulacién con un efecto mayor en los
fibroblastos en estados tardios de la reparacién y el TGF-2 a bajas dosis tiene un efecto
moderado, pero a altas dosis el TGF-2 es un inhibidor para todas las c€lulas. (13)

2.2.3 Fase de Epitelizacion

Cuando la piel sufre un dafio en su integtidad anatémica, y en especial la capa epidérmica,
se ve en la necesidad de aumentar la actividad mitética de sus células epidérmicas para
iniciar su proceso de regeneracidn. Las células del estrato basal a lo largo de los bordes de
la herida migran a través del defecto. El resultado de esta migracién y proliferacion de las
células epidérmicas es el establecimiento de una barrera epidérmica (Figura 8).
Inicialmente la capa epidérmica aumenta en grosor considerablemente debido a la alta tasa
de proliferacién de los queratinocitos en la zona y conformme avanza el tiempo de
cicatrizacion, esta capa va disminuyendo en su grosor hasta establecerse en un grosor
definido.

El proceso de reepitelizacién es esencial para llevar a cabo la reconstitucién dc la barrera
cutanea. Estudios realizados sobre el proceso de reepitelizacién en heridas de piel en
modelos como la rata, cobayo etc, establecen que la migracién y proliferacién en una herida
comienza de 16 a 24 horas después de haberse producido la herida (30), mediante el
movimiento de las células epiteliales desde la orilla del tejido libre no dafiado hasta la zona
defectuosa. Las células de la capa epidérmica semejan hojas o laminas de epitelio
estratificado que se mueven una sobre la otra. Todas las células epiteliales sufren una
alteracién evidente en su fenotipo, lo que incluye una retraccion de tonofilamentos intra-
celulares, disolucién de los desmosomas (estructuras que unen a las células epiteliales), y
de este modo proporcionan resistencia al epitelio, y formacién de filamentes representados
en la periferia del citoplasma. La alteracién del fenotipo de la célula epitelial es importante
para poder dar movilidad a la célula.

Algunos estudios revelan cambios en la arquitectura de los queratinocitos localizados en el
borde de la herida. Esos cambios incluyen una hipertrofia celular, una fragmentacién de
filamentos de queratina y su retraccidén desde el borde de la periferia del citoplasma y
alteraciones en el niimero y estructura de desmosomas. (30)

Durante 1 6 2 dias, las células epiteliales del borde de la herida comienzan a proliferar,
generando una poblacién adicional de células migratorias, Las células epiteliales migran
sobre una matriz provisional, si es que la membrana basal no ha sido destruida en su
totalidad. Los hemidesmosomas que enlazan las células epiteliales y la membrana basal son
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temperalmente rotos durante la migracién (20). La migracion celular en general se da en
una forma de una ldmina epitelial estratificada y en fases tempranas del proceso, estas no
son afectadas por inhibidores de la actividad mitética de las células. Sin embargo, tener una
alta actividad mitética es de vital importancia para suplir el requerimiento de células para
sostener la reepitelizacion.

La reepitelizacidon es llevada en forma independiente a la contraccion de la herida y en
general ofrece una cobertura temporal mientras la herida se contrae.

En heridas abiertas por lo general transcurre un periodo de latencia de 4 a 5 dias antes de
que ¢l epitelio comience a migrar desde los bordes de la misma a través del tejido de
granulacidn desarrollado. El epitelio adyacente a los bordes de la herida, presenta varios
estratos celulares de espesor con diferenciacion celular, queratinizacién y mitosis en los
estadios profundos. Cerca del centro de la herida el espesor se reduce a un sélo estrato de
células aplanadas. Al principio el proceso de reepitelizacion es rapido, pero a medida que la
cobertura celular se va alejando del borde de la herida y tiende al monoestrato, el progreso
se hace mas lento. Antes de que la epitelizacidn sea completada pueden pasar dias o
semanas. Si hay costra, el epitelio en migracidn se mueve por debajo de ella hasta
contactar con el lecho de tejido de granulacion subyacente. Durante esta fase, el tejido de
granulacién es removido por un proceso, el cual involucra la fagocitosis de fibras de
coligena.

Las células epiteliales producen una colagenasa que disuelve la base de la costra de forma
tal que esta se pueda desprender. Un posible mecanismo para remover a las fibras de
coldgena involucra la liberacién de interleucina —1 secretada por los macréfagos, los cuales
estimulan a los fibroblastos para que sinteticen la colagenasa ayudando a las células
epiteliales a remover el tejido para llevar acabo su migracién sobre el espacio ocupado por
el tejido dafiado. (31)

La superficie inferior del epitelio recién formado presenta un predominante desarrollo hacia
la profundidad, invadiendo al tejido conectivo subyacente, dando lugar a los clavos
interpapilares o espuelas epiteliales. Estas pueden involucionar dejando una superficie
epitelial relativamente lisa o separarse del epitelio. La superficie lisa profunda del epitelio
es la responsable de que se desprenda con facilidad.

La fibronectina juega un papel importante en la fase temprana de la cicatrizacién de la
herida. La expresion alta de esta proteina es sobre regulada después de producida la herida.
Conjuntamente la fibronectina y fibrina actian como una matriz provisional y promueve la
migracién de los queratinocitos.

La laminina es importante para la atraccidn y mantenimiento de la diferenciacién de los
estratos epiteliales que estan intimamente unidos con la membrana basal. (32, 33)
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Figura 8. Epitelizacién de una herida abierta. A, Las células epidérmicas
basales del borde de la herida se afiojan de su insercion en la dermis. B, Las
células epidermicas del borde de la herida se extienden hacia la profundidad y
exterior del borde cutaneo, sobre la dermis. C, La migracion de las células
epiteliales se detiene por medio de la inhibicidn por contacto. D, Las células
epiteliales proliferan y se diferencian (Tomado de Steven F. 5., Ralph A. H and
Rhoda S. P. Small animal wound management, Ed. Lea & Fibiger, Philadelphia
London. 1990. 6 p).

15



2.2.4 Angiogénesis

La cicatrizacién de las heridas no puede llevarse a cabo sin el proceso angiogénico. La
angigénesis; es la formacién de nuevos capilares a partir de vasos sanguineos preexistentes
(Figura 9). Esta ocurre en una seric de patologias, incluyendo la cicatrizacién de las
heridas. Las células endoteliales proximas a la lesién, se dividen y forman unos brotes
s6lidos que parten de los vasos preexistentes. En la cicatrizacidn por segunda intencién, las
asas capilares hacen salientes en la superficie de la zona en reparacién, los cuales se
observan macroscopicamente como granulaciones rojizas, por lo que a este tipo de
neoformacién se le denomina tejide de granulacién. (9)

La vasculatura comprende més del 60% del tejido de reparacién. Un suplemento abundante
de sangre es necesario para satisfacer la enorme demanda metabdlica a nivel local de
desbridamiento y la fibroplasia de las células endoteliales en la angiogénesis, mis que
Jjugar un papel nutritivo, son un organizador y un regulador en las heridas. (19)

Después de dos o tres dias de haber sido lesionado el tejido, aparecen las primeras yemas
capilares de neoformacidn, a partir de los vasos de las 4reas circundantes. La laminina es
importante para la atraccion y manutencién de células endoteliales (32, 33). Las células
endoteliales se multiplican y extienden su citoplasma, formando un tubo en el que se
observan glébulos rojos y leucocitos. Répidamente se anastomosan a la vez que crecen
hacia el interior del 4rea de necrosis, pero en sentido perpendicular a la superficie de la
herida (9, 34). La vascularizacion se coordina junto con otros eventos como por ejemplo la
coagulacién, inflamacidn etc. Estos eventos son esenciales para la formacién sucesiva de la
costra. (19)

Las citocinas, componentes de Ia matriz extracelular, gradientes metabolicos y las fuerzas
fisicas son importantes como reguladores de la angiogénesis. Muchos factores angiogénicos
modifican ¢l medio de las células inflamatorias y fibroblastos y a través de sus efectos en
los vasos. La angiogénesis forma parte de la reparacidn del tejido, debido a sus mecanismos
y controles sobre ella. Es probable que los fibroblastos y los leucocitos actien teniendo
efectos en el crecimiento de los vasos sanguineos, lo que sugiere que hay un gran nimero
de vias por las cuales puede ser influida la reparacion. (19)

Las células endoteliales secretan citocinas y tienen un control en la infiltracion de las
células involucradas en el proceso inflamatorio (35). La angiogénesis tiene un papel
importante en la nutricién celular. (9)

Figura 9. Los cualro pasos de la
angiogénesis. A la izquierda esté el
vaso original. 1. Degeneracién de
la membrana basal y matriz extra-

Vasg origing$ 4 Diterencizcion 3. Mitosis 2 _Emigjacdn

.

G
0
LU

I 1. Degradacion de la
——

| membrana basal

1

celutar. 2.Emigracion del endotelio,
3. Proliferacion endotelial {mitosis).
4.Organizacion y maduracion. (To-
mado de Ausprunk D. h in Houck,
J. C. Ed: Chemical Messengers of
the inflammatory process. Ams-
terdam, Elsevier/North Holland,
1979).
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2.3.- REMODELACION Y REPARACION

La reparacién es el reemplazo de tejido muerto por tejido de granulacién que eventual-
mente madura a tejido cicatrizal, En las heridas en que la lesién lega al tejido conectivo y
dermis, las células mesenquimaticas o precursoras se activan y proliferan dando origen a
fibroblastos activos. Estas células sintetizan vy secretan componentes de ta matriz extrace-
lular como fibronectina, proteoglicanos y colagenas tipo I y III

De 48 a 72 horas de producida la lesién comienza una importante proliferacién vascular
que se extiende por varios dias. La fase inicial de la reparacién se caracteriza por la
presenciz de células inflamatorias, algunos detritos y abundante acumulacién de
fibroblastos y capilares.

La sintesis de colagena por los fibroblastos comienza a las 24 horas de ocurrida la herida,
pero su depdsito no se evidencia en el tejido hasta los 4 dias de producida la lesidn. Al
principio predomina la coldgena tipo III, pero después de 7 a 8 dias se destaca la coligena
tipo I que eventuatmente se convierte en la colagena principal del tejido cicatrizal maduro.
Después de las etapas iniciales de la reparacion se establece la fuerza tensional, los
capilares se reabsorben y comienza la movilizacién del tejido. Por lo tanto, es necesario que
las fibras y haces de coligena se reorienten dé acuerdo con las nuevas lineas de fuerzas. A
pesar de la gran actividad de Ia colagenasa en la herida, la coligena se acumula con una
velocidad constante y pot lo general, llega a su méximo a los dos o tres meses de ocurrida
la lesién. La fuerza tensional de la herida sigue aumentando constantemente meses después
de que el contenide de coligena alcanza su méximo. A medida que el contenido de
colagena de 1a herida aumenta, muchos de los vasos neoformados desaparecen (Figura 10).
Esta involucion vascular de les vasos sanguineos o desvascularizacion que tiene lugar en
pocas semanas finaliza junto con otros procesos como; la sintesis de los componentes del
tejido conectivo y epitelizacion (Figura 11). (13}

Figura 10. La prolifera-
cidon continta en el sitio
de |a herida. Se completa
la neovascularizacion.
Los fibhroblastos siguen
proliferando y producen
materiales de la matriz
extracelular, (Tomado de
Banks J. Wiilliam. Histolo-
gia veterinaria aplicada,
€d. Manual moderno,
México 1956. 459p).
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Figura 11. Se completa la
reparaciéon de la herida au-
menta la fuerza de la mis-
ma y origina la remocién
del exceso de colagena.
{Tomado de Banks J.
Willam. Histologia veterina-
ria aplicada. Ed. Manual
moderno, México 760p).

2.3.1 Remodelacion ‘

El proceso de regeneracién de heridas cutineas es complejo, se induce una alteracién
secuencial en las proteinas de la matriz extracelular, la liberacién de factores de crecimiento
y la secrecion de estimuladores de citocinas. Uno de los componentes mas importantes de
este proceso, es la migracién de queratinocitos sobre la dermis dafiada para formar un
nuevo estrato epidérmico bajo condiciones normales. Los queratinocitos se depositan sobre
una membrana basal compuesta de proteinas tales como laminina, coligena tipo IV y el
proteoglicano hepardn sulfato. Durante el proceso de cicatrizacidn de las heridas en la
migracion epidérmica, los queratinocitos estan expuestos sobre una cicatriz provisional que
contiene material de la matriz extracelular (ECM) que incluye material de fibrna,
fibrindgeno, fibronectina, tenacina y vitronectina. La presencia de fibronectina y
fibrindgeno tienen un efecto importante en la migracion de los queratinocitos funcionando
como una base para la movilizacion de las células.

Los intentos del organismo para reparar las lesiones inducidas por agresiones locales
comienzan muy tempranamente en el proceso de inflamacién y finalmente concluyen con la
reparacion y sustitucién de las células lesionadas por células sanas. La reparacién general-
mente implica dos procesos diferentes:

1) Regeneracion; es la sustitcion del tejido lesionado por células parenqui-
matosas del mismo tipo, a veces sin residuos de la lesidn previa,

2) Sustitucion por tejido conjuntivo;, que en su estado permanente constituye una
cleatriz.



Después de la llegada inicial de las células inflamatorias provenientes de la sangre al sitio
de la herida, los fibroblastos acuden al area de la lesidn. Los fibroblastos inactivos tienen
un aspecto ovalado, un citoplasma amorfo y un nicleo homogéneo elongado. Esta
morfologia, es compartida por lo menos por tres tipos celulares de origen mesodérmico
funcionalmente distintos; células precursoras de los tejidos conectivos, histiocitos o células
con receptores Fc con capacidad fagocitaria y fibrocitos o células especializadas en la
sintesis de componentes de la matriz celular. Los tres tipos de células son importantes en la
respuesta de reparacidn. Ademas de las células endoteliales, macréfagos, plaquetas y
células parenquimatosas del mismo organo lesionado participan en la reaccion de
reparacion. (16)

Las células del organismo se dividen en tres grupos, dependiendo de su capacidad regene-
rativa (Figura 12):

1. Células l4biles: Son aquellas que proliferan durante toda la vida sustituyendo
células que son destruidas continuamente, éstas células siguen el ciclo celular,
de una mitosis a la siguiente. Entre estas células estan los epitelios superficiales
de la piel

2. Células quiescentes o estables: Son aquellas que muestran un bajo nivel de
multiplicacién normal. Pueden considerarse en Go, pero pueden ser estimuladas
a G| por medio de un estimulo apropiado. Estas células pueden comenzar a
dividirse rdpidamente respondiendo a diversos estimulos, por lo que son capaces
de reconstruir el tejido original.

3. Células permanentes: son células que no se dividen, han abandonado el ciclo
celular y estin destinadas a envejecer y morir.

Para que la reparacidn del tejido sea ordenada, tiene que estar conservada la trama de sostén
(estroma) de las células parenquimatosas. La membrana basal parece ser la estructura nece-
saria para que ocurra la regeneracion ordenada, constituyendo el armazén para la multipli-
cacidn de las células parenquimatosas. Cuando se rompen las membranas basales, las célu-
las proliferan al azar, produciendo masas desorganizadas sin un parecido a la estructura
original, comenzando asi la cicatrizacién.

En los mamiferos adultos, el tejido conjuntivo y las células mesenquimatosas {fibroblastos,
endotélios, miscule liso, condrocitos y osteocitos) son quiescentes, es decir, son células
que se pueden dividir y regenerar.

Figura 12, Poblaciones celula-

CELULAS res y fases del ciclo celular.
9, \\“"“““5 Las células labiles siguen el
ciclo, una mitosis tras otra.

Las células permanentes han
abandonado el ciclo y estan
destinadas a morir sin volver a
dividirse. Las células estables
en Gy no estan en el ciclo ni
huins pumenm | UMIENdO ¥y pueden ser in-
quanoseavicen | dycidas a entrar al ciclo ce-
lular por medio de un estimulo
adecuade. (Tomado de Ba-
serga R. The cell cycle. N,

MITQSIS

Chlulzs quisscentas

{estenics) Eng J. Med. 304:453 1981).

19



2.3.2 Reparacién

La fase de reparacién de la herida, esta caracterizada por la formacién del tejido de
granulacién, migracién y proliferacion de fibroblastos, formacion de la barrera epitelial,
neovascularizacién, produccién y depésito de moléculas de la matriz extracelular
particularmente colagena (Figura 14).

La cicatrizacién comienza con la inflamacién, cuando los macréfagos comienzan a digerir
los microorganismos que han sobrevivido at ataque de los neutréfilos, detritus de las células
parenquimatosas y neutrdfilos muertos. A veces 24 horas después de la lesion, comienzan a
proliferar los fibroblastos y las células endoteliales, formando de tres o cinco dias un tejido
especializado o tejido de granulacidon que es el rasgo fundamental de Ia curacién en la
inflamacién

Al ocurrir un dafio en la piel, la ruptura de vasos sanguineos provoca la acumulacién de
plaquetas que se adhieren y se agregan para formar un codgulo. El procese inflamatorie que
se observa pocas horas después, implica la alteracién de la permeabilidad capilar,
infiltracidén de neutrdfilos, macrofagos, exudado de proteinas, inmunoglobulinas y
glicoproteinas (36). Los macréfagos desempeiian funciones importantes como la fagocitosis
de organismos patdgenos, secrecién de quimioatrayentes y citocinas, asi como de
colagenasas y de hialuronidasas que influyen en el tejido de granulacién y en el proceso de
reepitelizacién. (37)

La reepitelizacién es la migracion y proliferacion de células epiteliales para cubrir la zona
dafiada. Si la membrana basal no ha sido perdida, se observa con frecuencia una
reepitelizacion rapida (17, 20). Cuando la herida es de grosor total (perdida de todas las
capas de la piel} y se ha perdido la membrana basal, el fluido y el exudado proteico forman
una cicatriz provisional (36, 38), sobre la que ocurre la migracién epitelial, esta matriz
cambia de composicién conforme cicatriza la herida y madura el tejido de granulacion. (20)
La reepitelizacién implica un balance controlado entre la proliferacion y la migracion. Los
queratinocitos sufren alteraciones fenotipicas tales como la serganizacién de desmosomas,
fa formacién de filamentos de actina periféricos, el cese de los margenes de la herida, la
modificacidn en la presencia de integrinas y de las queratinas K6 y K16. (36, 30)

La formacién del tejido de granulacion se traslapa con el proceso de reepitelizacién, El
tejido de granulacion consiste; en la acumulacién de macrofagos y fibroblastos, el deposito
de tejido conectivo laxo y la angiogenésis (20). La matriz provisional de fibronectina,
fibrindgeno, tenascina que previamente se deposita en la herida (36), es reemplazada
gradualmente por fibronectina de tipo embrionano, fibrina, proteoglicanos y grandes
cantidades de coldgena tipos I y III. La remodelacidn de la herida continuard por largo
tiempo, lapso en el cual las fibras de coligena se crientan y forman la cicatriz. (39)

No se conoce con claridad ¢cémo estan implicadas en la cicatrizacién las citocinas, metato-
proteinas y enzimas relacionadas. Sin embargo, las plaquetas y macréfagos, asi como las
células epiteliales y fibroblastos, reflgjan un mecanismo molecular que sinergiza y regula la
regeneracion del tejido. De esta manera finalizan todos los eventos del proceso de
cicatrizacion. (40, 41, 42)
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Herida

* Coagulacién de sangre

Inflamacion
Entrada de células sanguineas dentro del drea de la heridp,
remocion de tejido dafiado y organismos extradios.

. Macréfagos, Neutréfilos

Proliferacion
Afluencia y division celular de tefido conectivo
y sintesis de la nueva matriz extracelular

«——  Células endoteliales
y fibroblastos

Granulacion
Depdosito de fibras de colagena

Depésito de tejido

Remodelacion «——— Degradacion, sintesis y
Digestion de fibras de coldgena alineacion del tejido
y reemplazo por fibras conectivo
de mayor didmetro,

Figura 13. Diagrama esquemitico que ilustra los eventos que preceden una cicatrizacién
{Silver et al, 1991).
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2.4 FACTORES SISTEMICOS Y MEDIO AMBIENTALES QUE AFECTAN EL
PROCESO DE CICATRIZACION.

Muchos factores del medio pueden afectar el proceso de la cicatrizacién de la herida. En

general, los factores que influyen favorable o desfavorablemente en el proceso de cicatriza-

cidn se pueden dividir en locales y generales.

Factores locales
Formacion y amplitud de la herida: A mayor amplitud e irregularidad de la lesién, el
tiempo requerido para la reparacitn es mayor; entretanto la inflamacién y la fibroplasia son
mas intensas. (9)

Infeccion: Las heridas son una puerta de entrada para los microorganismos. La infeccidn
retarda o impide la curacién, promueve la formacién de tejido de granulacion exuberante y
puede dejar grandes cicatrices. (13)

Aporie de oxigeno: El alto nivel de aporte sanguineo es determinante para la pronta
reparacién de la herida ya que por medio de la sangre llegan al foco de la lesidn, oxigeno,
nutrientes y leucocitos, que constituyen la materia prima para la eliminacién de detritus
celulares y la sustitucidn del tejido destruido por tejido fibroso. (9)

Factores generales
Edad: Conforme avanza la edad del paciente, ésta puede influir en la respuesta inflama-
toria, reparadora del proceso de cicatrizacién, haciéndolo mas tardado. (13)

Nutricion: Tiene un efecto profundo sobre la curacién de las heridas. En los animales
carentes de protefnas, parece estar inhibida la sintesis de coligena. Una dieta rica en
proteinas acelera la velocidad de reparaciéon de la herida, Es necesario tener niveles
adecuados de vitamina C para la sintesis de colagena normal. Los déficits de esta vitamina
dan lugar a alteraciones en la sintesis de coligena. Algunas enzimas, como las metaloenzi-
mas y las polimerasas de ADN y ARN son dependientes del zinc, por lo que la curacién de
las heridas se atrasa en los pacientes con deficiencia de zinc, normalizindose al ser éste
suministrado. (13)

Alteraciones hematdlogicas: Los déficits de neutr6filos en la sangre periférica o los
defectos de quimiotactismo y fagocitosis de los leucocitos son causas de aumento de la
susceptibilidad para las infecciones bacterianas. (13)

Diabetes: Los pacientes diabéticos tienen una mayor susceptibilidad a las infecciones, por
lo que son mas vulnerables a la invasion bacteriana, resultando un atraso de la curacién de
la herida. (13)
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2.5 IMPORTANCIA DE LA PRESENCIA DE CALCIO Y ZINC EN EL PROCESO
DE CICATRIZACION

2.5.1. Calcio

El calcio (Ca") juega un papel importante en la regulacion de la diferenciacion celular y
descamacién de los queratinocitos epidérmicos (43), cumple una funcién clave en la regula-
cion y coordinacién de la diferenciacién terminal de las células, puede ser percusor de
varios eventos terminales asociados con el estrato cémeo.

Se ha demostrado que el calcio actda en la fase S del ciclo celular, justo previo a la sintesis
de DNA (44), y ademas es esencial para la formacién de desmosomas y la adhesion celular.
El calcio es necesario para la activacion de algunos sistemas enzimdticos como por gjemplo
la fosfolipasa A, que estd involucrada en ¢l proceso de disolucién de granulos de
queratohialina y en el entrecruzamiento de los precursores de la cubierta cérnea via calcio
dependiente de transglutaminasas (45). El calcio, est4 involucrado en la formacién inicial
de la bicapa lipidica en el interior del estrato cdmeo, y se ha sugerido que puede estar
involucrado en un mecanismo protector de corneosomas (desmosomas modificados) contra
la proteolisis prematura y/o en la inhibicién de enzimas proteoliticas involucradas en la
descamacién. (46)

2.5.2. Zinc

El zinc (Zn) es el segundo metal mas abundante en el cuerpo humano y se encuentra
presente en todas las células y secreciones del cuerpo. La concentracion de zinc en un
humane adulto va de 90 a 130 pg/ml de sangre y de ello ¢l 20% del total se encuentra
localizado en la picl, en forma de metaloproteinas. (47)

La fuerza con que se unen los iones de zinc a varias proteinas ha servido para establecer
una divisién entre dos clases de proteinas; las metaloproteinas (con una firme unién del
metal a la proteina) y las complejo metaloproteinas (con una débil unién del metal a la
proteina). (48)

El zinc forma parte de mas de 70 metaloproteinas presentes en el organismo como por
ejemplo las polimerasas de DNA y RNA, trascriptasas reversas, proteasas y mas de 300
proteinas que tienen un papel central en la reconstruccion de la piel lesionada (47, 49), sus
propiedades fisicas y quimicas le permiten cubrir las necesidades de las proteinas y enzimas
que sostienen diversas funciones biolégicas.

El zinc es esencial para llevar a cabo las actividades de muchas enzimas que estdn
involucradas en la sintesis de proteinas, lipidos y ademas posee una accidn antibacterial, ya
que se ha reportado que actia inactivando el sistema enzimatico de las bactertas. (50)

Se ha reportado que las concentraciones de zinc cambian dependiendo del proceso de la
cicatrizacidn de la herida de acuerdo con los eventos en progreso. Estudios experimentales
muestran que las concentraciones de zinc en los margenes de las heridas son 15-20.5% mas
altas que en el resto de la piel, este incremento es suministrado por el zinc en el plasma. Se
ha mostrado que la administracién tépica de zinc reduce la fase inicial de la hemorragia de
una herida en piel y promueve el crecimiento tanto de la piel dafiada como de pelo. (47,48)
Los jones de zinc son considerados por su habilidad para promover la regeneracién de las
heridas. El zinc intracelular semeja la accién de los factores de crecimiento en la activacién
de quinasas intracelulares y fosforilacion de proteinas tirosina. Esto puede proveer una
reaccion bioquimica por efectos tépicos de zinc en la cicatrizacion de heridas.
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Sin niveles adecuados de zinc, las células epiteliales y los fibroblastos pueden migrar
normalmente pero no pueden multiplicarse, por lo tanto la epitelizacién no puede ocurrir y
la sintesis de colagena es inadecuada. El zinc estabiliza la membrana lisosomal y celutar, el
zinc en niveles altos puede inhibir o disminuir la fagocitosis e interferir en el entrecruza-
miento de la colagena.

La administracién de zinc a pacientes puede ayudar en la restauracion de la cicatrizacién de
heridas normales. (24)

La colagenasa es una proteina dependiente del zinc y forma parte de las enzimas de la
matriz metaloproteinasa (MMPs). Las MMPs participan en la remodelacién del tejido
conectivo. El zinc y el calcio juegan un papel importante en la estabilizacion de la
estructura terciaria de la colagenasa. Las MMPs son las responsables para fragmentar
componentes de la matriz extracelular durante la remodelacidn normal del tejido conectivo
en la cicatrizacién de las heridas. Los miembros de la familia de las MMPs incluyen a las
colagenasas, gelatinasas, etc. Estas enzimas son reguladas por factores de crecimiento,
hormonas y metaloproteinas inhibidoras de tejido (TIMPs).

El éxido de zinc ha sido usado como constituyente de medicamentos aplicados en heridas y
s¢ ha demostrado que su aplicacion tépica incrementa los niveles de zinc local y sistémico.
(51, 52)

L.a administracién del zinc en forma acuosa, pasta, crema, en un vehiculo anfifilico, ete.,
tiente una influencia importante en la cantidad y porcentaje de zinc absorbido por el
organismo influyendo de esta manera en el micro ambiente de la herida. (47)

2.6 GENERALIDADES DE LAS ZEOLITAS

Las zeolitas son caracterizadas como cerdmicas. En particular las cerdamicas zeolitas de
tipo ALPO-CHA enriquecidas con Zn y Ca®*, son aluminofosfatos hidratados altamente
cristalines, cuya estructura presenta canales y cavidades ocupados por iones y moléculas de
agua con gran libertad de movimiento.(53) { Figura 14)

La primera aplicacién de las zeolitas de tipo aluminosilicatos fue como tamices v en tal
calidad se encuentran los refrigeradores caseros, donde separa las trazas de agua que
pueden pasar a la sustancia congelante del aparato, y también como el secado de gases y
separacion de los hidrocarburos. También se ha afiadido a los detergentes para disminuir
sus agentes nocivos, para fabricar gasolina a partir del metanol y para romper las moléculas
de petroteo En Japon que cuenta con vastos yacimientos de zeolita se ha convertido en
préctica comin afladir este mineral al alimento que se da a aves y cerdo. (5d)

Las cerdmicas, son regularmente usadas para reparar y reconstruccion de tejido conectivo,
enfermedades y dafios en diferentes partes del cuerpo.

Durante las dltimas décadas, se ha recurrido al uso de las cerdmicas para mejorar la calidad
de vida de los humanos. Las ceramicas usadas para ese propésito son las llamadas biocera-
micas. (55,56)

Cabe sefialar que no existen reportes en la literatura sobre el uso de las zeolitas en el campo
medico.
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Figura 14.Estructura
de una zeolita.
(Tomada de Gonza-
les G, et al, Synthe-
sis and characteri
zation of ZnAPQO-34
molecular sieve with
CHA structure type.
Microporous and
Mesoporous Mate-
rials. 25.1998. 106p)

2.6.1 Caracteristicas de los materiales empleados en la experimentacion:
cerdmicas Zeolitas AIPO enriguecidas con Ca** al 0.5 % yal L1 %enpesoy
Nitrofurazona (Furacin)

Zeolitas AIPO enriquecidas con Zny Ca al 0.5% y al 1.1% en peso

Clasificacién: cerdmicas zeolitas tipo AIPO (alumino-ortofosfatos)

Nombre quimico: Zeolitas tipo CHA (chabazita).

Propiedades farmacolégicas: no hay literatura sobre su empleo como material de uso
médico. (57)

Nitrofurazona (furacin).

Clasificacién: Antiséptico

Nombre quimico: 5-nitro-2-furaldehido-semicarbazona.

Propiedades farmacolégicas: La nitrofurazona es un firmaco sintético derivado del furano
que se presenta como polvo cristalino amarillo, inodoro, poco soluble en agua y en alcohol.
Posee actividad bacteriostatica. El efecto antibacteriano se atribuye a la inhibicidn que la
nitrofuraziona ejerce sobre las enzimas requeridas para el metabolismo aerébico y anaerd-
bico de los carbohidratos bacterianos. El desarrollo de resistencia bacteriana en la nitrofura-
zona es limitado y cuando ocurre no presenta resistencia cruzada con sulfonamidas o con
antibi6ticos. Se emplea tdpicamente en el tratamiento y prevencién de infecciones mixtas
que ocurren en heridas superficiales, en quemaduras y tlceras cutdneas. Se le ha empleado
junto con corticoides (hidrocortizona}, para aliviar la inflamacién, eritema, edema local y
prurito en algunas dermatosis. {58,59)
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2.7 HIPOTESIS y OBJETIVOS

Hipdtesis

Si el calcio y el zinc juegan un papel importante en el proceso de cicatrizacién en las
heridas en piel, entonces se espera obtener un mejor proceso de cicatrizacién y diferen-
ciacién celular en heridas de piel, empleando materiales que contengan estos elementos,
para lo que se proponen las cerdmicas zeolitas AIPO enriquecidas con Zn y Ca®* al 0.5% y
al L.1% en peso, por contener esos elementos.

Objetivos

General

Analizar el efecto de la zeohta enriquecida con Zn y Ca®* al 0.5% en peso y zeolita
enriquecida con Zn y Ca®" al 1.1%en peso, en el proceso de cicatrizacién de heridas en
piel en animales de laboratorio (rata Wistar), comparandolas con un medicamento
conocido (Nitrofurazona) a 15, 30 y 45 dias de experimentacién,

Particulares

Registrar y observar a nivel externo los cambios evolutivos sucedidos en el proceso de
cicatrizacion de las heridas realizadas en los animales de laboratorio a los que se les
administraron los distintos materiales a evaluar

a) Zeolita enriquecidas con Zny Ca al 0.5% en peso.

b} Zeolita enriquecida con Zny Ca™ al 1.1%en peso.

c) Nitrofurazona (Furacin) — control positivo

d) Sin administracién — control negativo

Realizar un estudio morfométrico del grosor de la capa epidérmica y del estrato cémeo
en cada una de las muestras.

Realizar una descripcién y un analisis histolégico a cada una de las muestras en
estudio.

Observar las diferencias que puedan existir entre las caracteristicas macroscépicas y
microscopicas para evaluar los materiales propuestos y compararlos entre si.
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CAPITULO 3
METODOLOGIA

3.1. MATERIALES Y METODO

Se trabajé con 60 ratas de la cepa Wistar, hembras, juveniles, con peso aproximado de
250g, las cuales se mantuvieron durante un periodo de cinco dias en aclimatacién. Al
témino del cual se separaron en tres grupos de experimentacion de 20 ratas cada uno,
correspondiendo al primer grupo 15 dias de experimentacion, al segundo 30 dias y al tercer
grupo 45 dias de experitmentacién. Cada grupo a su vez, fue dividido en cuatro subgrupos
de cinco ratas cada uno. A cada subgrupo se le administrd un material diferente:

1) Control (sin ningun tipo de administracion}.
2) Nitrofurazona.
Subgrupos 3) Mezcla compuesta de petrolato puro, utilizado como vehiculo
dérmico y 0.2g de zeolita enriquecida con Zn y Ca®" al 0.5% en peso.
4) Mezcla compuesta de petrolato puro, igualmente utilizado este como
vehiculo dérmico y 0.2g de zeolita enriquecida con Zn y Ca®* al
1.1% en peso.

3.1.1. Realizacion de la incision.

Las ratas fueron pesadas para determinar la dosis de anestésico; ketamina y xilacina, admi-
nistrada intraperitonealmente a cada una de ellas. La relacién de peso de la rata con res-
pecto al anestésico aplicado fue la siguiente: ketarnina (100 mg / kg de peso) y xilacina (13
mg / kg peso).

Una vez anestesiadas las ratas, se realizé la limpieza de ta parte dorsal anterior del cuerpo,
empleando gasa y jabén bactericida. Se rasurd y se desinfectd la zona utilizando benzal
(germicida y antiséptico). Se procedié a realizar la diseccién, para lo cual se trazé un
cuadro, utilizando un marcador indeleble. Las dimensiones de la incision fueron de 2 x 2cm
de drea y aproximadamente 2mm de profundidad, hasta la fascia muscular. Tanto la piel
como la fascia muscular fueron retiradas.

Retirado el tejido (ver Figura 185), se procedid a la administraciéon del material en cada uno
de los subgrupos considerados.

Las ceramicas zeolitas enriquecidas con Zn y Ca’* al 0.5% y al 1.1% en peso, se emplearon
combinadas con petrolato (sustancia inerte), como vehiculoe démmico, con el objeto de
fijarlas al tejido dafiado y evitar que fueran removidas por los movimientos de la rata,
Tanto las cerimicas como la nitrofurazona en forma de crema fueron administradas cada
dia sobre la herida, después de limpiarla. A los subgrupos control se les dio el mismo trato
que a las otras ratas, sélo que no se colocd nada sobre 1a herida.
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Figura 15. Muestra la forma de la herida realizada
en el dorso de la rata.

Después de la cirugia, las ratas se mantuvieron en condiciones de estricta higiene y se
alimentaron ad libitum empleando alimento para rata y agua.

Se realizaron observaciones clinicas diarias, llevandose el registro de cada rata.

Al inicio, a medio periodo y al término del mismo, se tomaron fotografias de la zona en
estudio.

3.1.2. Estudio clinico.

Existen variables clinicas que cambian durante el periodo de cicatrizacién de la piel, por lo
que es preciso llevar un registro diario para cada animal sobre la evolucién del proceso de
cicatrizacién durante todo el tiempo de experimentacidn, este registro es.importante para
entender ¢l efecto del material administrado en la herida. Estas variables y criterios de su
calificacién se mencionan abajo. La calificacién que se les asigna se hizo considerando las
normas intemacionales dadas por la ASTM (modificadas). (60,61)

a} Secrecion de suero:
1. No
2. Poco
3. Moderada
4, Mucha

b) Presencia de infeccion:
1. Si
2.No
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c) Formacién de edema:

1. Sin edema

2. Edema muy leve (apenas perceptible)

3. Edema leve {limites de irea bien definida por un levanta-
miento)

4. Edema moderado (limites elevados aproximadamente 1mm)

5. Edema severo (levantamiento mayor de lmm y extendido
mas aila del drea de exposicion)

d) Pelo:
1. Ninguno
2. Poco (respecto al resto de 1a piel)
3. Normal (No hay diferencia con el resto de la piel)

e) Formacion de Eritema:
1. Sin eritema
2. Ertema muy leve {(apenas perceptible}
3. Eritema bien definido (de color rojo pilido)
4. Eritema de moderado a severo (area bien definida y roja)
5. Eritemna severo (amoratado y una leve escara)

f) Cierre de la herida:
1. Segunda intencidn

3.1.3. Sacrificio y toma de la muestra.

Al final del periodo de experimentacién, se sacrificd a las ratas de cada grupo con métodos
éticos. Se limpid la zona en estudio con una solucién de benzal concentrada, se rasuré y
fotografié¢ para observar el efecto a nivel externo producido por los materiales
administrados a cada subgrupo.

Para tomar la biopsia, se cortd la periferia del cuadro marcado hasta llegar a misculo
esquelético. El tejido extraido se introdujo para su fijacién en una selucién de buffer de
fosfatos (ver apéndice, pag. 59), para su estudio histologico.
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3.2, Estudio Histopatoldgico

Los tejidos disectados fueron fijados en un buffer de fosfatos (ver apéndice, pag. 59) a un
pH de 7.4 durante siete dias. Después de la fijacién fueron procesados mediante la técnica
histelégica e incluidos en parafina. Posteriormente se realizaron cortes de 5 micras de
grosor con un microtémo. Una vez realizado los cortes, se montaron en laminillas, mismas
que se tifieron empleando dos tipos de tinciones: Hematoxilina-Eosina y Tricrémica de
Masson (ver apéndice)

El estudio histologico se realizd en cada una de las laminillas obtenidas de cada muestra,
utilizando un microscopio dptico.

El estudioc morfométrico se realizé en dos laminillas de cada muestra, teflidas con
Hematoxilina-Eosina. En cada laminilla se selecciono una zona al azar, misma que fue
fotografiada a un aumento de 400X, empleando un microscopio dptico y una cimara
fotografica. En cada fotografia se realizaron trazos de 10 X 10 micras, obteniéndose un
total de 6 campos por cada una de las fotografias. Por cada muestra de rata se obtuvo 18
campos en total, de los cuales se hizo un conteo celular de 5 campos, siendo éstos
escogidos al azar, los cuales fueron utilizados para: El analisis morfométrico que consistié
en el conteo de los tipos celulares existentes en cada campo y en la determinacién del
grosor de {a capa epidérmica y del estrato coreo.

3.3, Prueba estadistica

La prueba estadistica empleada fue la ANOVA, considerando una significancia de 0.05%
para determinar la existencia de alguna diferencia entre las medias obtenidas de los datos de
cada campo a nivel de subgrupo y a nivel de grupo. (62)

Con los resultados obtenidos del conteo celular se realizaron graficas, mismas que
permiticron llegar en parte a las conclusiones que serdn dadas al final de este trabajo.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

Observaciones clinicas.

En la tabla 1, se muestra el registro de las variables evaluadas a nivel clinico, durante el
tiempo de experimentacion de 15 dias.

Grupo de 15 dias.

Se observé una secrecién de suero que va de lo moderado durante 1 a 2 dias para luego
disminuir. Esto ocurrié para los subgrupos administrados con nitrofurazona, zeolita Ca’*
0.5% y el control, la excepcion fue el administrado con zeolita Ca® 1.1%, donde la
secrecién fue de tipo moderada pero permaneciendo por un tiempo mas prolongado.

En este grupo no se observd la presencia de infeccion en ninguno de los subgrupos.

El grado de inflamacién, o formacién de edema, fue moderado para todos los subgrupos
permaneciendo de 5 a 6 dias, seguida de una inflamacién leve y mas tarde muy leve hasta
finalizar el proceso, a excepcidn del subgrupo control donde fue moderada por mas tiempo.

La presencia de pelo solo se observd en el subgrupo administrado con zeolita Ca™ 0.5%,
desde el 14avo dia después de la cirugia,

En todos los subgrupos de este grupo se observd la presencia de costra. En la Figura 17, se
observa que ha comenzado ¢l desprendimiento de la costra desde el epitelio que se encuen-
tra por debajo de ella. En el subgrupo control y en el administrado con nitrofurazona, la
costra fue mas prominente que en les administrados con zeolita.

El cierre de Ia herida fue mas rdpidamente en los subgrupos adminisirados con las zeolitas.
ver tabla 1.

Tabla 1. Evaluacién de |las variables clinicas para el grupo correspondiente a los 15
dias de experimentacion

GRUPO DE 15 DIAS DE EXPERIMENTACION
CARACTERISTI- | SUBGRUFO | SUBGRUPO | SUBGRUPC | SUBGRUPO
CAS CONTROL NITRO- ZEOQLITA Ca™ | ZEOLITA Ca®
FURAZONA 0.5% 1.1%
Secrecion de suerp | Moderada del | Moderada del | Moderada del | Moderada del
dia 1 al dia 2. dia 1 al diz 2. dia | al dia 2. dia lal dia 5.
Presencia de No No No No
infeccidn
Formacién de Moderada del | Moderada del | Moderada del | Moderada del
edema diataldia9. | dial aldiaé. dia | al dia 5. dia | al dia 5.
Presencia de pelo No Ne Aparicion al dia No
14
Formacion de Costra Costra Costra Costra
eritema
Cierrede la Dia 15 Dia 15 Dia 12 al dia 13 | Dia 12 al dia 13
herida
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Grupo de 30 dias.

Respecto a la secrecion de suero, esta fue de tipo moderada disminuyendo con el tiempo,
permaneciendo moderada por mds tiempo en el subgrupo al cual se le adminisird
nitrofurazona.

No se observd la presencia de infeccién.

El edema en el subgrupo administrado con zeolita enriquecida con Zn y Ca®" al 1.1% fue
severo durante los tres primeros dias, decreciendo posteriormente. Para 1os otros subgrupos,
el edema fue moderado hasta el sexto dia para luego decrecer. Al subgrupo administrado
con zeolita enriquecida con Zn y Ca*al 0.5% le correspondid el menor tiempo de duracidn
del edema, ver Tabla 2.

La presencia de pelo se observéd mas tempranamente en ¢l subgrupo administrado con
zeolita enriquecida con Zn y Ca®* al 0.5% en peso, seguido por el subgrupo correspondiente
a la zeolita enriquecida con Zn y Ca®* al 1.1%, mientras los subgrupoes administrados con
nitrofurazona y el control presentaron la presencia de pele mas tarde simultdneamente.

En el subgrupo administrado con zeolita enriquecida con Zn y Ca®" al 0.5%, se formé un
eriterna muy leve apenas perceptible en la zona de la herida, en comparacién a los
subgrupos restantes donde el eritema fue bien definido. Ef cierre de la herida se presento
mas rapidamente en los subgrupos administrados con las zeolitas (ver Tabla 2).

Tabla 2. Evaluacién de las variables clinicas correspondientes a un tiempo de experi-
mentacion de 30 dias.

GRUFPO DE 30 DIAS DE EXPERIMENTACION
CARACTERIS- | SUBGRUPO SUBGRUPO SUBGRUPO SUBGRUPG
TICAS CONTROL NITRO- ZEOLITA Cs™* | ZEQLITA Ca**
FURAZONA 0.5% 1.1%

Secrecion de Moderada del Moderada del Moderada del! Moderada del
suero dia 1 aldia 2 dia 1al dia 4 dia ! dia 2 dial aldia3
Presencia de No No No No
infeccién
Formacidn de Moderada del Moderada del Moderada del Severaally
edema dia 1 al dia 6 dia laldia 6 dia ! al dia 4 Moderada at 15
Aparicién de Presenciaal dia } Presencia aldia | Presencia al dia | Presencia al dia
peto i6 13 13 15
Formacién de Bien definido en | Bien definido en | Leve en la zona | Bien definido en
eritema la zona de cierre | la zona de cierre de cierre la zona de cierre
Cierre dela Dia 15aldia 17 |Dia 15 aldia 17| Dia 12 al dia 13 | Dia 12 al dia 13
herida
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Figura 16. Se muestira el dorso de ratas al cabo de 30 dias de experimentacién, co-
rrespondientes a los subgrupos: A} control, B) administrado con nitrofurazona, C)
administrado con zeolita enriquecida con Zn y Ca®* al 0.5% en peso y D) administra-
do con zeolita enriquecida con Zny Ca® al1.1%en peso. Se puede observar el
cierre de la herida en el dorso.
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Grupo de 45 dias.

La secrecién de suero en todos los subgrupos fue moderada durante los primeros dias para
luego disminuir.

No se observé infeccién en ninguno de los animales.

Respecto a la formacién del edema, el subgrupo administrado con nitrofurazona la
presentaron desde el primer dia hasta el 8avo dia, los demés subgrupos presentaron un
tiempo de edema similar.

La aparicién del pelo fue mas temprana para los subgrupos administrados con las zeolitas
respecto a los otros dos subgrupos, donde fue mas tardia.

En cuanto a la formacién del eritema, se observan los mismos resultados obtenidos para el
grupo de 30 dias.

El cierre de la herida se presento mas tempranamente en los subgrupos administrades con
zeolita que en los otros subgrupos.

En la tabla 3, se muestran los resultados de las variables clinicas correspondientes al gnipo
de 45 dias.

Tabia 3. Evaluacion de las variables clinicas correspondientes a un fiempo de experi-
mentacién de 45 dias.

GRUPO DE 45 DIAS DE EXPERIMENTACION

CARACTERIS-| SUBGRUPO |SUBGRUPO SUBGRUPO SUBGRUPO

TICAS CONTROL NITRO- ZEOLITA Ca® | ZEOLITA Ca™

FURAZONA 0.5% 1.1%
Secrecion de Moderada del Moderada del Moderada del Moderada del
suero dia 1aldia2 dia 1aldia2 dia 1 al dia 2 dia
1 al dia 3
Presencia de No No No No
infeccién
Formacién Moderada del Moderada del Moderada del Moderada del
edema dia lal dia 6 dia lal dia 8 dia lal dia 5 dia lal dia §
Aparicién de Presencia el dia | Presencia el dia | Presencia el dia | Presencia el dia
pelo 16 17 14 14
Formacién de Bien definido en | Bien definido ¢n | Leve en la zona | Bien definido en
eritema la zona de cierre | la zonz de cierre de ciemme la zona de cierre
Cierre de la Diat5aldia17 | Dial5aldial7? |Dia12aldial13 | Dia 12 al dia 13
herida
Estudio Histoldgico.

Grosor de la capa epidérmica.

En la tabla 4 se muestra ¢l grosor de la capa epidérmica de los diferentes subgrupos
correspondientes a los grupos de 15, 30 y 45 dias de experimentacién. El grosor de ta capa
epidérmica entre los tres grupos de ratas fue mayor a los 15 dias de experimentacién en
todos los subgrupos, y conforme avanzd el tiempo de cicatrizacién fue disminuyendo el
grosor de la capa.
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A los 15 dias de experimentacion, se observo para el subgrupo de zeolita enriquecida con
Zny Ca® al 1.1%, que el grosor de la capa epidérmica fue mayor en comparacién a los
otros subgrupos, siendo el subgrupo control el que tuvo el menor grosor de la capa, cste
comportamiento no ocurre en los subgrupos correspondientes a los grupos de 30 dias y 45
dias de experimentacién.

El grosor de la capa epidérmica entre los subgrupos no parece tener un comportamiento
definido que pennita establecer cudl presentd un grosor mayor o menor de la capa en los
tres grupos experimentales. Lo que si se observé fue la disminucidn del grosor de la capa
epidérmica conforme el proceso de cicatrizacidn avanzo.

Al aplicar la prueba estadistica ANOVA con un nivel de significancia de Fpgs, se obluvo
que habia una diferencia significativa entre las medias obtenidas del grosor de la capa
epidérmica entre los subgrupos de un mismo grupo, obteniendo los mismos resultados en
los tres grupos. También se aplico la prueba estadistica a las medias obtenidas de cada
subgrupo, pero ahora comparindola entre subgrupos de un mismo matenial administrado
en los tres tiempos de experimentacion, donde se obtuvo una diferencia significativa entre
gIupos.

Tabla 4. Comparacitn del grosor de la capa epidérmica de los grupos administrados
con diferentes materiales a tres tiempos de experimentacion.

GROSOR DE LA CAPA EPIDERMICA
TIEMFO DE | SUBGRUPO | SUBGRUPO | SUBGRUFPO | SUBGRUFO
EXPERI- CONTROL | NITROFURA-| ZEOLITA ZEOLITA
MENTACION (1) ZONA(W) [ €a¥0.5% () | Ca*" 1.1% (w)
15 dias 2498 £63.1 | 38121911 | 3388+79.7 | 448.4+984
30 dias 205.6+78.9 | 190211158 | 14342302 | 17324372
45 dias 97.0+23.2 820556 1154+259 | 1388+365

Grosor del estrato cérneo.

En la tabla 5 se observa que todos los subgrupos presentan una tendencia a disminuir el
grosor del estrato cérmeo con el tiempo (similar al comportamiento observado en la tabla 4).
Ademéas para los tres tiempos de experimentacidn los subgrupos administrados con
nitrofurazona presentaron un grosor mener del estrato ¢cérneo en comparacion a los otros
subgrupos, y fue siempre mayor para los subgrupos administrado con la zeolita Ca®* 0.5%.
Al comparar las medias de los subgrupos administrados con un mismo material, aplicando
Ja prueba estadistica ANOVA con un nivel de significancia de Fyps, se obtuvo que habia
diferencia estadisticamente significativa entre los subgrupos a nivel grupal, y al comparar
las medias entre subgrupos de un mismo grupo, mostré que habia diferencia significativa
entre las medias, con la excepcion en el grupo de 45 dias, donde esta diferencia fue nula.

35



Tabla 5. Muestra |a diferencia en groser del estrato corneo a diferentes tiempos
de experimentacion en los distintos grupos de tratamiento.

GROSOR DEL ESTRATO CORNEQ
TIEMPO DE | SUBGRUPO | SUBGRUPO | SUBGRUPO | SUBGRUFO
EXPERIMEN | CONTROL NITROFU- ZEOLITA ZEGLITA
-TACION (1) RAZONA (i) | Ca™ 0.5% ()| Ca™ 1.1% (i)
15 dias 27.6+7.2 27.2+4.3 36.824.8 40.4 1 6.0
30 dias 26.0%4.6 19.0+ 8.3 208x7.0 352127
45 dias 20,2190 16.2+£3.3 22.8+6.8 224118

Descripcion histologica.

Se puede observar en la Figura 17, la cicatrizacion de la piel que han tenido al cabo de 15
dias las ratas de los distintos subgrupos.

A) Control

En la parte superior se observa la costra de la herida. Esta se encuenira en una fase de
desprendimiento debido a la presencia del epitelio, que por debajo de la costra se estd
realizando la migracién celular epidérmica hacia la zona de dafio en el proceso
epitelizacién. La capa epitelial en migracidn presenta un mayor grosor debido al aumento
en la tasa de proliferacion de la poblacion de células epidérmicas que se desplazan hacia la
zona de daiio. Debajo de la costra donde no ha sido cubierta por epitelio, se observa gran
formacién de vasos sanguineos en la zona de regencracién dérmica, En esta zona de la
dermis se tiene la presencia de tejido de granulacién y deposité de colagena.

A) Nitrofurazona

Se observa el tamafio de la costra muy prominente. Por debajo de esta costra se puede ver la
migracion de las células epidérmicas. Ademas de un grosor de [z capa epidermica mucho
mayor que el grosor normal. En la zona dérmica se observa la formacién del tejido del
granulacidn y la formacién de vasos sanguineos.

C) Zeolita enriquecida con Zn y Ca*" al 0.5% en peso

Se observan restos de costra en la parte superior. Por debajo de la costra se esta llevando a
cabo la migracién del epitelio que es de un grosor mucho mas grande de lo normal, debido
a la alta tasa de proliferacién de las células epiteliales. En la zona démmica, se observa parte
de tejido de granulacién y sintesis de fibras de colagena.

D) Zeolita enriquecida con Zn y Ca®* al 1.1% en peso

En la parte superior de la fotografia se encuentra la costra, donde se observa que por debajo
de ella se estd llevando a cabo la migracion de la epidermis. Debajo de la costra y el
epitelio se observa el tejido de granulacidn y la formacion de nuevos vasos sanguineos,
junto con la sintesis de fibras de coldgena.
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Figura 17. Fotografias tomadas a los 15 dias de experimentacién de piel con
microscopfa de tuz, 32X. Los cortes en parafina fueron teflidos con Tricrémica
de Masson. Se muestra el proceso de cicatrizacion de los cuatro subgrupos en
estudlo. Control (A), Nitrofurazona (B), Zeollta ennqueclda con Zn y Ca®
0.5% en peso (C) y Zeolita enriquecida con Zn y Ca”™ al 1.1% en peso (D)
costra (c), epidermis (e), demmis (d), tejido de granulacidén (tg).
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En la Figura 18, se muestran las fotografias tomadas a los 30 dias de experimentacion en
micréscopia de luz. Los cortes aqui mostrados fueron tefifdos con Tricrémica de Masson..

A) Control

Se observa que ha finalizado el proceso de epitelizacion, ya que se encuentra la zona de la
herida cubierta por células epiteliales en su totalidad. El grosor de la capa epidémica, se
encuentra disminuido en comparacién a lo observado en el caso del subgrupo de 15 dias.
En la dermis, se observa una zona ocupada por tejido de granulacion, esta es de menor
tamafio que el subgrupo de 15 dias, debido a que en las orillas del tejido de granulacién, se
observa la regeneracién de foliculos pilosos y células adiposas. Ademés de la sintesis de
fibras de colagena ha comenzado. Debajo de la dermis se observa la presencia de tejido
laxo.

B) Nitrofurazona

Se observa que ha finalizado el proceso de epitelizacién, En la parte inferior de la capa
epidérmica, se observa la dermis en proceso de regeneracidn con la presencia de vasos
sanguineos. Del lado izquierdo de la fotografia, en la zona démmica se localizan foliculos
pilosos en proceso de regeneracién y més abajo de la dermis se observa la presencia de
tejido laxo.

C) Zeolita enriquecida con Zn y Ca’™ al 0.5% en peso.

Se observa la capa epidénmica regenerada en su totalidad. El area de regeneracion en la
zona dérmica es de un tamafio mucho menor en comparacién al subgrupo de 15 dias de
experimentacién. En la dermis, se observa la regeneracion de foliculos pilosos y células

adiposas.

D) Zeolita enriquecida con Zn y Ca®" al 1.1% en peso.

Se observa que ha finalizadoe el proceso de epitelizacion. Debajo de la capa epidérmica se
observa la dermis en proceso de regeneracion, donde se ve la presencia de foliculos pilosos
en fase de regeneracidn. Ademas de la presencia de células adiposas localizadas mas abajo
de la zona dérmica. En la parte inferior de 1a fotografia se observan fibras de tejido laxo y
fibras musculares.
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Figura 18. Fotografias tomadas a los 30 dias de experimentacion de piel en
microscopia de luz, 32X. Los cortes en parafina fueron teflidos con ia tinclén de
Tricrémica de Masson. Se muestra el proceso de cicatrizacion de los cuatro
subgrupos en estudio. Controt (A), Nitrofurazona (B), Zeolita enriquecida con
Zny Ca® al 0.5% en peso (C) y Zeolita enriquecida con Zn ¥ Ca™ al1.1% en
peso (D). epidermis (e}, demmis {d), tejido de granulacidn (tg), foliculo piloso
(fp), tejido adiposo (ta) y tejidé subcutdneo (ts).
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En la Figura 19, se muestran fotografias tomadas al grupo de 45 dias de experimentacién,
en microscopia de luz a 32X, de cortes tefiidos con Tricrémica de Masson,

A) Control

Se observa que ha finalizado el proceso de regeneracion de la herida. En la capa
epidérmica, se observa una regeneracion total. Debajo de la epidermis se observa ia capa
dérmica que se encuentra regenerada en su totalidad con la pre-:ncia de algunos apéndices
como; foliculos piloso con sus respectivas glandulas adiposas. Mas abajo de esta capa
dérmica se localiza una capa de tejido adiposos con infilirado de fibras de coligena.
Siguiendo esta capa en su parte inferior se localizan fibras de tejido laxo.

B) Nitrofurazona

En la parte superior se localiza la capa epidérmica regenerada en su totalidad. Mis abajo se
localiza Ia capa dérmica formada por fibras de tejido conectivo. Ademds en esta Zona, se
observan foliculos pilosos. Debajo de la capa démmica se localiza la capa de tejido adiposo.
En la parte inferior de la capa de tejido adiposo se localizan fibras de tejido laxo y se
observa la presencia de fibras musculares.

C) Zeolita enriquecida con Zn y Ca®" al 0.5% en peso.

En la parte mas superior se observa la capa epidérmica regenerada en su totalidad, En su
parte inferior se observa la capa dérmica regenerada completamente con gran cantidad de
foliculos pilosos junto con glandulas sebiceas vy células adiposas.

En la capa de tejido adiposo se localiza una gran cantidad de foliculos pilosos de diferente
tamafio. M4s abajo se observan fibras de tejido laxo.

D) Zeolita enriquecida con Zn y Ca®* al 1.1% en peso.

Se observa la capa epidérmica en la parte superior. Mas abajo se observa la capa démmica
regenerada en su totalidad, en esta capa se encuentra una gran cantidad de foliculos pilosos
y glandulas sebiceas. Debajo de la dermis se observa la presencia de tejido adiposo en la
parte inferior de esta capa se observan fibras de tejido laxo y algunas fibras musculares.
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Figura 19. Fotografias tomadas a 45 dias de experimentacion de piel en
microscopia de luz, 32X. Los cortes en parafina fueron tefiidos con la tincidn de
Tricromica de Masson. Se muestra el proceso de cicatrizacién de los cuatro
subgrupos en estudio. Control (A), Nitrofurazona (B), Zeolita ennquecnda con Zn
y Ca® al 0.5% en peso (C) y Zeolita enriquecida con Zn y Ca®' al 1,1% en peso
(D). epidermis {g), demis (d), tejido de granulacién (tg), folicule piloso (fp),
tejido adiposo (ta) y tejido subcutaneo (ts).
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Andlisis morfométrico.

Neutréfilos.

En la Figura 20, se muestra la densidad poblacional de los neutréfilos a 15, 30 y 45 dias de
experimentacion. Se puede observar que la poblacién celular presenta una tendencia a
disminuir con el tiempo.

A los 15 dias se observa una poblacidén mds alta de neutréfilos en el subgrupo administrado
con nitrofurazona, seguida de una poblacién menor en el subgrupo administrado con zeolita
enriquecida con Zn y Ca®* al 0.5% en peso. Este comportamiento no es visible en los
grupos de 30 y 45 dias, lo que hace que no haya un comportamiento definido entre los
subgrupos.

Al aplicar la prueba estadistica ANOVA a las medias poblacionales entre subgrupos de un
mismo tratamiento en los tres tiempos con un nivel de significancia de Fygs, se encontrd
una diferencia significativa entre los diferentes tiempos. Al aplicar la prueba estadistica a
las medias de los subgrupos entre un mismo grupo, dio como resultado una diferencia
significativa para los periodos de 15 y 30 dias, y no la hubo a los 45 dias de cicatrizacion.

Densidad poblacional de neutréfilos

7
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Figura 26. Se muestra |a densidad de poblacion de los
neutréfilos de una herida para los diferentes subgrupos
en los tres grupos.

Macréfagos.

En la Figura 21, a los 15 dias de experimentacion se observa en todos tos subgrupos que el
numero de macréfagos no tiene un comportamiento definido en la poblacidén conforme
avanzz el tiempo de cicatrizacion.

La prueba estadistica demostré que no hubo diferencia significativa entre las medias de los
subgrupos de un mismo grupo, sucediendo lo mismo en los tres tiempos de cicatrizacion,
Al aplicar la prueba estadistica a las medias de los subgrupos de un mismo tratamiento al
compararla en sus tres tiempos de cicatrizacion, tampoco mostrd diferencia significativa en

los cuatro casos.
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Donsidad poblacional de macerdfagos
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Figura 21. Se muestra la densidad de la poblacion celular de
los macréfagos en una herida de cuatro subgrupos tratados
a tres tiempos de experimentacion.

Fibroblastos.

En la Figura 22, se muestra el comportamiento poblacional de los fibroblastos, la cual
presenta una tendencia a disminuir con ¢l tiempo.

La prueba estadistica mostré una diferencia significativa entre las medias de los subgrupos
al aplicarla, comparandolas entre los subgrupos de un mismo grupo a 15 y 30 dias,
ocurriendo lo contrario en el grupo de 45 dias. Mientras al aplicar la prueba a subgrupos
administrados con un mismo material en los tres tiempos considerados, si hubo diferencia
significativa en los cuatro subgrupos.

Linfocitos.
La poblacién de linfocitos se muestra en la figura 23. No se observa un comportamiento

definido de las poblaciones celulares en los tres tiempos. Al aplicar la prueba estadistica
ANOVA, no se encontrd una diferencia significativa de las medias entre los subgrupos de
un mismo tratamiento al compararlos en los tres tiempos de 15, 30 y 45 dias. Tampoco
arrojo una diferencia significativa entre las medias al compararlas entre los subgrupos en un

misme grupo.
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Figura 22. Se muestra la densidad de la poblacién de los fibro-
blastos en la herida para los diferentes subgrupos de animales
en los tres grupos de experimentacién.
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Figura 23. Se muestra la densidad de la poblacién de los linfo-
citos una herida en diferentes subgrupos similares en los tres
tiempos de experimentacidn .



CAPITULO 5.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

5.1. DISCUSIONES

En este trabajo cl registro de las caracterfsticas evaluadas durante los tiempos de
experimentacion a nivel extemno e intemo, fue fundamental y de vital importancia para ver
el efecto de los materiales administrados en las heridas de piel de rata.

Los resultados obicnidos de las observaciones realizadas a nivel externo mostraron que no
hubo presencia de infeccién en la zona de ia herida en ninguno de los subgrupos
experimentales. La explicacién de esto puede deberse a que el sistema inmune de la rata
sea resistente contra algunos agentes patégenos, contribuyendo a reforzar esta posible
explicacion, se observo que el subgrupo control no mostr6 signos de infeccién; o puede
deberse, a que el desarrollo de la fase experimental fue realizado bajo estrictas condiciones
de higiene.

Una de las caracteristicas evaluadas a nivel externo fue la aparicion de pelo. Esta fue muy
notoria entre los distintos subgrupos conforme la evolucidn del proceso de cicatrizacién
sigui6 su curso. Esta aparicién de pelo se presenté de forma mds rapida en los subgrupos
administrados con la cerdmica zeolita enriquecida con Zn y Ca?* al 0.5% en peso, en
comparacién con los otros subgrupes a los que no se les administrd este material. La
variacion en el tiempo de apancién de pele entre los subgrupos administrados con zeolita y
los subgrupos a los que no se les administro este material, puede deberse a la forma en que
se encuentran ubicados los iones calcio y zinc en la estructura de la zeolita, en especial a los
iones zinc; ya que estos se encuentran entre las cavidades formadas en la estructura de la
molécula, lo que hace que sean mas susceptibles de que puedan ser removidos en el drea de
la herida por las condiciones del microambiente, como por ejemplo; el pH, la temperatura,
etc, incrementando asi los niveles de zinc local y sistematico y promoviendo de esta manera
el crecimiento de la piel dafiada y de pelo (47, 48). Ademas se ha reportado que el zinc
desempefia un papel importante en el proceso de regeneracién y diferenciacién de los
foliculos pilosos (1), contribuyendo a que su aparicidn sea mdas rapida en los subgrupos
administrados con zeolita.

El cierre de una heridd es una caracteristica vital y fundamental por parte de las células
epidérmicas para que el proceso de cicatrizacién pueda funcionar de una manera buena y
eficiente. Por lo que un cierre més rapido de la herida, es de mucha importancia para evitar
posibles complicaciones o alteraciones en el proceso de cicatrizacién. El cierre de la herida
se presento de Una manera més rapida en los subgrupos que se administraron con zeolita,
en comparacién con los subgrupos a los que no se les administro este material. Este cierre
de la herida puede deberse a los iones de calcio ¥ zinc contenidos en la molécula de
zeolita, ya que hay reportes que indican que el calcio desempefia un papel importante en la
regulacién de los procesos de diferenciacidn de los queratinocitos (43, 48). Ademds se sabe
que con niveles adecuados de zinc, las células epiteliales y los fibroblastos migran
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normalmente y se multiplican, llevéndose a acabo una reepitelizacion y sintesis de coldgena
adecuada (24).

La recuperacién del color de piel casi en su totalidad, se presenté en los subgrupos
administrados con zeolita enriquecida con Zn y Ca®* al 0.5% en peso, mientras que los
subgrupos administrados con nitrofurazona presentaron un color de piel regenerada més
obscura, notandose claramente la diferencia en el color de piel entre la regenerada y [a
normal. En el caso del subgrupo control se presentaron resultados similares a los obtenidos
en los subgrupos administrados con nitrofurazona. Esto nos indica que probablemente el
zine estd desempefiando una funcién importante en la coordinacién de la diferenciacion
celular y en la regulacion de la produccién del pigmento por parte de los melanocitos.
Ademds que el calcio es precursor de varios eventos terminates asociados con la epidermis
y el estrato comeo (46).

En todos los subgrupos el grosor de la capa epidérmica y del estrato cdmeo fue
disminuyendo conforme transcurrié el tiempo de cicatrizacion, este resultado fue similar al
reportado por Paladini et al 1996 (30), en donde observo que inicialmente la capa
epidérmica cuando sufre un dafic en su integridad fisica aumenta el grosor de la misma;
esto se debe a la alta tasa de proliferacién celular ocurrida en el sitio de la herida para llevar
a cabo el proceso de epitelizacidn, y conforme el proceso de cicatrizacién transcurre esta
capa disminuye en grosor hasta establecerse en un grosor constante.

Con respecto a la secrecidn de suerp y formacién de edema se obtuvieron resultados
similares en todos los subgrupos en sus tres tiempos de experimentacion. Esta similitud
probablemente se debidé a que todos los subgrupos estuvieron sometidos a las mismas
condiciones de experimentacion; ademas de que no se presento infeccion en ninguno de los
subgrupos evaluados, lo que podria hacer que cambien estas caracteristicas.

Los resultados histoldgicos indicaron que la formacion de la costra fue muy prominente en
los subgrupos administrados con nitrofurazona y en los que no recibieron ningin tipo de
administracién, mientras que en los subgrupos administrados con zeolita la costra fue de
menor tamafio. Estos resultados se atribuyen al zinc, ya que este actiia en las etapas
iniciales de la herida disminuyendo la fase inicial de la hemorragia (49), influyendo de esta
manera en la formacién de la costra de un menor tamafio en comparacién con los
subgrupos en los que no fue administrada la zeolita.

Los procesos de reparacion y remodelacion del tejido conectivo, estan relacionados en gran
parte con la presencia de fibroblastos en Ia zona de la herida. Como sabemos, los
fibroblastos son los responsables de Ja sintesis de los componentes del tejido conectivo,
especificamente coldgena, grucosaminoglicanos y fibras elasticas. La sintesis de estos
compuestos por parte de los fibroblastos es regulada por una variedad de procesos en los
que el calcio y el zinc se encuentran involucrados. En los subgrupos administrados con
zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso la reparacion del tejido conectivo fue
mas rapida lo que hace pensar que la zeolita tiene un efecto benéfico en el proceso de
cicatrizacion, donde los iones de zinc estin cumpliendo con alguna funcidn importante en
algunas proteinas involucradas en el proceso de cicatrizacién. Este posible efecto puede
estar a nivel de las MMPs, que son proteinas dependientes de zinc y que su participacién
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€std dada en el proceso de remodelacién del tejido conectivo (51, 52). Ademds existen
reportes en  donde se cita que sin niveles adecuados de zinc en la zona de la herida los
fibroblastos pueden migtar pero no pueden llevar acabo su multiplicacién generando una
sintesis de colagena inadecuada. (24)

Las poblaciones celulares de las distintas células que intervienen en el proceso de
cicatrizacidn juegan un papel importante en el proceso de cicatrizacion, ya que
dependiendo de la densidad de la poblacién celular, se puede dar un proceso eficiente o
deficiente de cicatrizacién. Al realizar los estudios morfométricos se observo que la
poblacién de neutrdfilos y macréfagos en los distintos subgrupos experimentales no
mostraron un comportamiento definido de su poblacidn, ya que son muy pocas las células
encontradas en los tres tiempos de experimentacidn. Debido a que estas se presentan en
mayor nimero en los primeros estadios de las etapas de cicatrizacion, por lo que al
evaluarlas a un tiempo mis prolongado muchas de éstas células ya no se encontraron
debido a que su funcidn primordial la cumplieron durante los primeros dias de la
cicatrizacion. La presencia de estas células durante los tiempos de experimentacidn se debe
a que posiblemente estan llevando a cabo la fagocitosis de detritus celulares generados por
1a herida.

Para el caso de la densidad poblacional de los fibroblastos, se pudo observar un
comportamiento definido de la poblacién. Este comportamiento se observa a los 15 dias
donde la poblacién de fibroblastos es muy alta y que disminuye conforme el tiempo de
cicatrizacion transcurre. Esto concuerda con lo reportado en literatura, donde se cita, que
cuando el contenido de coligena aumenta en la fase de reparacion decrece el numero de
fibroblastos, dando comienzo al proceso de remodelacién. (21, 29)

La poblacién linfocitaria, no presentd un comportamiento definido en la poblacién. Esto se

puede deber a que la poblacién de linfocitos presente en los tejidos es normal en los tres
tiempos, ya que la poblacién es similar en todos los subgrupos administrados.
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5.2 CONCLUSIONES
De los resultados externos

¢ La secrecién del suero producido en las heridas, en todas las ratas fue de tipo mederada
durante los dos primeros dias, disminuyendo esta con el tiempo.

» No hubo presencia de infeccidn en ningun caso.

» Se observo que para los subgrupos administrados con la zeolita enriquecida con Zn y
Ca®" al 0.5% en peso, no hubo diferencia significativa visible en el color de piel entre la
normal y la regenerada; el resto de los subgrupos experimentales si la mostraron.

e Los resultados de este estudio, muestran que el pelo aparece tcmpranamente en los
subgrupos administrados con zeolita enriquecida con Zn y Ca®* al 0.5% en peso
seguidos por los subgrupos administrados con zeolita enriquecida con Zn y Ca’*
1.1% en peso, y respecto a los subgrupos control y nitrofurazona la aparicién del pclo
fue més retardada.

El cierre de la herida fue siempre mas rdpido en los subgrupos administrados con
zeolita que en los otros subgrupos.

De los resultados histopateldgicos

* En todos los subgrupos hubo una tendencia a la disminucién del grosor de la capa
epidérmica con respecto ¢l tiempo.

e El grosor del estrato ¢dmeo siguid los mismos patrones de disminucion establecidos
para la capa epidérmica.

El comportamiento de la poblacién celular de neutrdfilos y macrofagos no fue bien
definido. Por lo que no se pudo establecer diferencias en la poblacién entre los
subgrupos en los tres tiempos de experimentacion.

+ La poblacion de fibroblastos en los distintos subgrupos disminuyé con el tiempo como
se esperaba,

e La poblacion de linfocitos no mostré un comportamiento definido en todos los
subgrupos a sus tres tiempos de experimentacion.
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Por los resultados obtenidos en ecste trabajo, puede afirmarse que los materiales
administrades no mostraron ningin efecto negativo en el organismo. Cabe mencionar
que los resultados obtenidos en este trabajo fueron realizados utilizando como
mellldelo a la rata wistar

En resumen la zeolita enriguecida con Zn y Ca® al 0.5 en peso, resulté ser buen
reconstituyente de piel, ya que esta se regeneré més rapide que con la administracién
de los otros materiales, ademas evito la cicatriz en el area lesionada, que para fines
estéticos es muy importante. Ademas de producir una piel sana y sin diferencia en
color respecto a la pormal. Asi como también acelero Ia proliferacién y el crecimiento
de pele normal sin provocar rechazo del organismo.
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GLOSARIO

Badicinina, Nonapéptido vasoactivo, mediador mas importante generado por el sistema de
las cininas. {63)

Biopsia. Toma de una muesira de un tejido del crganismo para ser analizado, asi,
dependiendo del 6rgano considerado pueden existir muchos tipes: Biopsia hepitica,
digestiva, de piel, tiroidea, cuello del fitero etc. (63)

Células gigantes. Grandes células multinucleadas que se observan a veces en las
reacciones granulomatosas; se cree que son el resultado de la fusién de macréfagos. (63)

Contraccién de la herida. Es un proceso activo por el cual las heridas son cerradas durante
la pérdida de tejido. (9)

Cicatrizacion por primera intencién. La cicatrizacién es por primera intencién en las
incisiones asépticas en que es poca la cantidad de tejido destruido y los bordes pueden ser
adosados perfectamente uno al otro. (9)

Cicatrizacién por segunda intensién. es de segunda intensién si resulta muy amplio el
dafio y por lo tanto muy extenso el espacio que separa a los bordes de la lesién, de modo

que no logran adosarse uno al otro. (9)

Ciclo celular. Proceso de la division celular en el que se distinguen cuatro fases: G1, S, G2
y M. El DNA se replica durante la fase S y la célula se divide en la fase M {mitdtica). (63)

Citocinas. Término genérico para designar a las moléculas solubles que medias las
interacciones entre las células. (63)

Diapédesis. (Del gr. Diapedesis, pasar a través). Paso de los glébulos blancos a través de la
membrana de los vasos. (64)

Endotelio. Células que tapizan los vasos sanguineos y linfaticos. (63)

Epitelio. Cubierta externa de [a superficie corporal o limite de 1a superficie intema, (7)
Factor de crecimiento. Son secreciones proteicas que actiian en células proximas de una
manera paracrina o autocrina. Los factores de crecimiento tienen varios efectos que actian
no sélo como reguladores de la proliferacion celular, sino también como secretores,
quimioatrayentes y factores de diferenciacion. Actian todos por unién a células a través de
un receptor de membrana. (63)

Fenotipo. Caracteristicas expresadas en un individuo. (63)

Homeostasis. Son aquellos mecanismos de regulacion que tienen todos los seres vivos para
mantener constante su morfologia y fisiologia a pesar de los cambios ambientales. (64)
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Hemostasis. Detencidn de la sangre. Puede efectuarse espontincamente por la formacion
de un codgulo. (64)

Mitégeno. Sustancia que provoca que las células, en particular los linfocitos experimenten
division. (63)

Quimiotaxis. Aumento de la migracién direccional de las células, particularmente en la
respuesta o gradientes de concentracin de ciertos factores quimiotacticos. (63)
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APENDICE

Técnicas histolégicas empleadas
La finalidad de la coloracion es destacar el contraste natural y hacer mas patentes varias
células, componentes tisulares y material extrinseco. (&} ]

Hematoxilina — Eosina (Hy E)

Esta técnica de tincién le da una coloracién caracteristica a algunos componentes celulares
como por ejemplo: la estructura del micleo toma un color azul intenso o pirpura, y
practicamente todas las estructuras citopldsmicas y substancias intercelulares toman color
rosado (7). Esta técnica consiste en pasar las muestras por:

1. Xilol... SO POV RUROUUTUOURUUPOPIN 4341115113 (¢ 1

2. Alcohol 100% rerrerieeneee s d, NUEOS
3. Alcohol 96%....... 2 minutos
4. Alcohol 80%.... 2 minutos
5. Alcohol 60%....... ...2 minutos
6. Aguadestilada......co.coooovieioerrieeeeern, Enjuague

7. Hematoxilina de Harris...........coe.o.o.o..........5 minutos
8. Agua destilada ...3 enjuagues
9. BOSINAuiritiieereerieiti e eeve e erans ....2 minutos
10. Agua destilada....................... ceenenees3 €ENjUAZUES
11. Alcohal 96%........ 3 enjuagues

12. Aicohol 100% 3 enjuagues
13. Xilol... v ....2 enjuagues
14. Xilol... v 2 CTljUAGUES
i5. Montar con balsamo dc Canada

Tricromica de Masson
Esté tipo de tincién es un método tricrémico en donde las fibras de tejido conectivo se tifien
de verde, los micleos de azul o piirpura, y las estructuras citoplasmicas de rojo. (7)

1. Desparafinar en Xilol ...........ccccocorvvv e 6 minutos

2. Alcohol 100%.....ccooreeicrees .. 3 minutos

3. Alcohol 96%...cevcmeeriierin. -...3 minutos

4. Alcohol 70%.....ccovenunnn.., <.ee3 Minutos

5. Alcohol 50%.......cucune.... .-...3 minutos

6. Aguadestilada Enjuague 3 minutos
7. Sumergir en alumbre férrico acuoso al 5%....30 minutos a 50 C
8. Hematoxilina...........c..e.oovveevercscencccrnnen.n.. 30 minutos z 50 C
9. Agua desulada ................................................ Enjuague

10, ACIdO PICHCO. - vvvvvunrvveot s 40 minutos

11. Agua destilada.......... 30 minutos
12. Fucsina icida............ ....60 minutos
13. Aguadestilada...............ovvnnvniinnnirnccenennnn.. . Enjuague
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14. Acido fosfomolibdic......v.mermrrorrorerererennnn mMinutos
15, Azul de anilina......cocovmeiverveerisce s .2 TOINUEOS
16. Agua destilada..........cc.ocevevcerveecreeenn... Enjuague
17. Acido acético SOOIy ¢ 11 01110113
18. AlLCOROL 70%..o.vvece e ersrereerssmsssener s senanons 5 minutos
19, AICONOL F6%.urenrvrreriiireees st sasaresnins 5 minutos
20. Alcohol 100%....cvceveeeiirnenan. $ minutos
21. Alcohol 100% - xilol........cccovereeeenene......5 minutos
22 XAl0L o, 5 MINULOS
23. Montar con balsamo de Canada

Buffer de fosfatos

La principal finalidad de la fijacion es conservar el protoplasma con el menor grado de
alteracion en relacion con la célula viva. Los liquidos fijadores actian como conservadores,

inhiben los cambios autoliticos y el crecimiento bacteriano. (7)
Este tipo de buffer es utilizado especialmente para la fijacién de piel.

Fosfato de Sodio Monobasico (NaH,PQ, - H;0)...4.6g

Fosfato de sodio dibasico. (Na;HPOQ, - H;0)....6.5g

AguaDestilada ... S00ml
Formol al 37 % s e 100ml
PH oottt 74
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