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Resumen

RESUMEN

El objetivo de este trabajo es describir la morfologia externa e histologia de la piel
en la cicatrizacién de heridas empleando campos magnéticos pulsantes de 100
gauss, zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5 % en peso con campos magnéticos
pulsantes de 100 gauss y sin tratamiento (control).

Se trabaj con 45 ratas cepa Wistar a las cuales se les realizé una herida en la parte
dorsal anterior de 3X3 cm a nivel de fascia muscular, se dividieron en fres grupos de
estudio, el primer grupo fue expuesto diariamente durante 30 minutos 4 campos
magnéticos pulsantes de 100 gauss, el segundo grupo se le aplicé sobre la herida una
mezcla de petrolato puro con zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5 % en peso,
y el tercer grupo no recibi6 ningln tratamiento {control).

El proceso de cicatrizacién de las heridas a nivel histolégico fue evaluado
cualitativamente a 15, 30 y 45 dias de experimentacién después de realizada la
herida, en los cortes tefiidos con la técnica de Tricromica de Gallego. El estudio
clinico también se evaitio durante los tres tiempos de experimentacion establecidos
(15, 30 y 45 dias de tratamiento).

Los resultados obtenidos nos muestran que la aplicacién diaria de zeolita
enriquecida con zinc y calcio al 0.5 % en peso, en presencia de campos magnéticos
puisantes de 100 gauss, ayudan a que el proceso de cicatrizaci6n de heridas de piel
sea mds répido en dias hasta en un 21% en comparacion con el grupo control que no
recibid ningin tratamiento. El estudio histoldgico de las heridas tratadas con campos
magnéticos pulsantes de 100 gauss ms zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5%
en peso, mostré presencia de foliculos pilosos y glandulas sebaceas en mayor
cantidad en comparacién con el grupo control y con el grupo que sélo recibid
campos magnéticos. Ademés se observo una més répida reepitelizacion y un buen
reacomodo de las fibras de colagena en el grupo tratado con campos magnéticos mas
zeolita que en los otros grupos, en los que ¢l reacomodo fue de una manera mas
heterogénea y la reepitelizacion siempre fue mas lenta.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1 PIEL

La piel es el érgano sensitivo més extenso del cuerpo, percibe la recepcion de
estimulos tactiles, térmicos y dolorosos. Cubre la superficie del cuerpo y
protege al organismo de dafios provenientes del exterior. Proporciona una
barrera a la invasién por microorganisimos patogenos, ayuda a regular la
temperatura corporal, por el sudor excreta agua, grasa y varios productos de
desecho del catabolismo. Se divide en dos regiones distintas anatémicamente;

epidermis y dermis [1,2,3,4).
1.1.1 Epidermis

La epidermis se deriva del ectodermo y estd compuesta por epitelio
estratificado plano queratinizado. El grosor de la epidermis varia dependiendo
de su localizacién, es mayor en la palma de las manos (0.8mm) y la planta de
los pies (1.4mm) donde se aplican cargas mecanicas grandes, y es mis delgada
en el resto del cuerpo donde tiene un espesor de 0.07 a 0.12 mm. El tipo celular
mis abundante en Ia epidermis son los queratinocitos. Se compone de cinco
estratos (Fig.1), del més interno al més externo son: el estrato germinativo, el
estrato espinoso, el estrato granuloso, ¢l estrato licido y el estrato corneo

[1,2,3,4].

a) Estrato germinativo, esta formado por una sola capa de células cuboidales o
cilindricas, son las fnicas células de la epidermis con capacidad de
multiplicarse, contienen citoplasma basofilico y un gran nitcleo. Hay muchos
desmosomas en los compartimentos laterales que unen a las células del estrato
basal entre si y con las células del estrato espinoso. Los hemidesmosomas
localizados a nivel basal unen a las células contra la membrana basal. Las
células resultantes de la mitosis tienen un movimiento ascendente durante ¢l
cual sintetizan y almacenan la gueratina. El estrato germinativo, descansa
sobre un tejido membranoso al que generalmente se denomina membrana

basal.

b) Estrato espinoso, es el estrato méas grueso de la ¢pidermis, esta compuesto
por células poliédricas a aplanadas. Los queratinocitos localizados a nivel basal
en el estrato espinoso también son mitSticamente activos como los del estrato
basal, ambos estratos se encargan en conjunto def cambio de los queratinocitos
epidérmicos. E! estrato granuloso contiene mas haces de filamentos
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intermedios (tonofilamentos) que el estrato basal. En las células del estrato
espinoso estos haces se proyectan de manera radial hacia el exterior desde la
regién perinuclear hasta llegar a proyecciones celulares altamente
interdigitadas, pero unen a las células adyacentes entre si por medio de
desmosomas. Estas proyecciones ofrecen a las células de este estrato un
aspecto de “células espinosas” y de ahi su nombre. Conforme los
queratinocitos pasan hacia arriba por el estrato espinoso, siguen produciendo
tonofilamentos, que se agrupan en haces denominados tonofibrillas, que hacen
que el citoplasma se vuelva eosinofilico.

¢) Estrato granuloso, esta formado por tres a cinco capas de células aplanadas,
su citoplasma contiene grandes grénulos de queratohialina basofilicos, dsperos
y de forma irregular, que no estan fijos a la membrana, Los filamentos de
queratina se asocian a estos granulos, y algunos de estos filamentos pasan a
través de ellos. Estos filamentos se consideran precursores de la queratina
localizada en las células del estrato corneo.

d) Estrato licido, este estrato se encuentra sélo en la piel gruesa, consta de una
o varias capas de células anucleadas, las cuales contienen filamentos de
queratina densamente empaquetados orientados en sentido paralelo con la
superficie de la piel y eleidina, producto de transformacion de la

queratohialina.

fet
;l
[

o=

Fig. 1 Estratos de la epidermis [$].
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e) Estrato cdrneo, es la capa més externa de la piel, esta formada por células
muertas, que s¢ aplanan progresivamente y se fusionan. No hay nucleos y el
citoplasma est4 substituido por queratina que proviene principalmente de las
tonofibrillas de las capas profundas de la ecpidermis. Las capas mds
superficiales del estrato c6rneo son placas cornificadas planas que se descaman
constantemente.

Las poblaciones celulares que se encuentran en la epidermis incluyen
queratinocitos, células de Merkel, células de Langerhans (llamadas en
ocasiones células dendriticas) y melanocitos. En la Tabla 1 se muestra la
funcidn de cada una de ellas, las cuales estan involucradas en la produccién de
proteinas, transmisiones sensoriales, proteccién contra dafios por radiacién y
reacciones inmunolégicas {2,4].

Los queratinocitos forman la poblacién de mayor tamafio y estdn distribuidos
en los cince estratos de la piel, como se estdn descamando continuamente
desde la superficie de la epidermis, es necesario renovar continuamente esta
poblacién de células. Los queratinocitos situados en la capa basal de la
epidermis efectian lo anterior mediante actividad mit6tica, Experimentan
mitosis durante la noche y, en tanto se estin formando nuevas células, las que
quedan por arriba se ven impulsadas hacia la superficie y pasan desde una capa
hacia [a siguiente hasta que llegan a Ia iiltima, proceso que requiere de 20 a 30
dias. En su camino, las células van a aumentando de tamafio y se diferencian
més, y empiezan a acumular filamentos de queratina en su citoplasma. Por
ultimo, al aproximarse hacia la superficie las células mueren y acaban por
descamarse. Por lo anterior, se advierte que la organizacion estructural de [a
epidermis en estratos, refleja ctapas de fendmenos vivos dindmicos de
proliferacién y diferenciacion celular.

Las células de Merkel estin intercaladas entre los queratinocitos del estrato
basal de la epidermis, abundan de manera especial en la punta de los dedos de
la manos. Aunque suelen encontrarse como células dnicas orientadas ¢n
sentide paralelo con la ldmina basal, pueden extender sus prolongaciones entre
los queratinocitos, a los cuales se encuentran unidos por desmosomas. Hay
nervios sensitivos amielinicos que afraviesan !a lamina basal y que se
aproximan hacia las células de Merkel, con las que forman complejos de
células de Merkel y axones. Es posible que estos complejos funcionen como
mecanorreceplores.

Las células de Langerhans, llamadas ¢n ocasiones células dendriticas por sus
numerosas prolongaciones largas, se encuentran distribuidas por toda la
epidermis, pero se localizan primordialmente en el estrato espinoso. Estas
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células funcionan en la reaccién inmunolégica. Tienen receptores para Fc
(anticuerpo) y C3 (complemento), y fagocitan y desintegran a los antigenos
extraiios. Las células de Langerhans emigran hacia los ganglios linfiticos més
cercanos, en los cuales presentan epitopes de los antigenos extrafios sometidos
a procesamiento a los linfocitos T; por tanto, son células presentadoras de

antigeno.

Los melanocitos producen melanina, pigmento pardo que da diversas
tonalidades de este color a la picl. La tirosinasa, enzima que poseen los
melanocitos, es esencial para la sintesis de melanina. Se encuentra localizada
en organitos especiales, conacidos como melanosomas, situados dentro del
citoplasma de los melanocitos. El niimero de melanocitos de la piel varia, en
las diferentes regiones del cuerpo. La diferencia en la pigmentacién de la piel
se relaciona mas con la localizacién de la melanina que con el nimero total de
melanocitos en la piel, que es casi el mismo en todas las razas. En los sujetos
de raza blanca los melanosomas son més pequefios y mds escasos, y se
congregan en la vecindad del nicleo, en tanto que en los individuos de raza
negra los melanocitos son grandes, més numerosos y estan dispersos por todo
el citoplasma de los queratinocitos.

Tabla 1. Células que se encuentran en la epidermis.

s i _Pmaon

Queratinocitos Producen queratina.
Células de Merkel Involucrados en procesos sensoriales.

Células de Langerhans, lla- Participan en la reaccién inmunolégica, fagocitando y
madas en ocasiones células desintegrando antigenos extraiios.

dendriticas

Melanocitos Producen melenina y protegen contra dafios por
radiacion.

Elaboracibn propia.

1.1.2 Dermis

La dermis o corién, se deriva del mesodermo y estd compuesta de tejido
conectivo denso itregular (Fig. 2). Se divide en dos capas: la capa papilar, la
cual est4 en contacto directo con la epidermis; y la capa reticular la cual se
encuentra debajo de la capa papilar. El espesor de la dermis varia entre 0.6 mm
en los pérpados y 3mm aproximadamente en las palmas de las manos y las
plantas de los pies [1,3,4].
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Fig. 2 Corte perpendicular de la dermis, se advierten
las dos capas que la conforman; la dermis papilar
(DP) y la dermis redcular (DR), se observa también
un vaso sanguineo (v). Hematoxilina - Eosina 60X

(6].

a) La capa papilar estd compuesta de tejido conectivo laxo, incluye surcos y
papilas que sobresalen de la epidermis. Las papilas suelen aparecer en doble
hilera y con frecuencia estin ramificadas. En esta capa se encuentran
abundantes fibroblastos, macrofagos y otros tipos celulares, finas fibras de
coldgena tipo I y III; aunque cabe destacar que Ia méds abundante es la coldgena
tipo III (fibras reticulares). Ademds, también se encuentran fibras de oxilatan,
las cuales son similares en composicion a las fibras eldsticas que se encuentran
en esta capa. Las fibras de coldgena y las fibras eldsticas no son tan gruesas
como las de la capa reticular. La capa papilar contiene muchas asas capilares
que s¢ extienden hacia la interface entre la epidermis y la dermis. Estos
capilares regulan la temperatura corporal y nutren a las células de la
epidermis, que es avascular. Ademds contiene prolongaciones nerviosas;
algunas de las cuales finalizan en la dermis y otras perforan la lamina basal y
penetran en el compartimento epitelial. Las asas capilares y las terminaciones
nerviosas sensoriales estin muy concentradas por lo que son visibles en las
papilas dérmicas.

b) La capa reticular estd compuesta de tejido colagenoso denso irregular,
contiene haces agregados de fibras de coldgena tipo I y de fibras elésticas de
mayor didmetro que las encontradas en la capa papilar. Estas fibras no tienen
una orientacién aleatoria, sino que forman lineas regulares de tensién en [a
piel, denominadas lineas de Langer. Los intersticios de la capa reticular estan
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llencs de proteoglucanos, ricos en dermatansulfato. Las células son mas
escasas en esta capa que en la capa papilar. Consisten en fibroblastos,
mastocitos, linfocitos, macréfagos y, a menudo, células grasa en las partes més
profundas de la capa reficular,

A diferentes niveles de la dermis, hay foliculos pilosos, glandulas sebiceas y
gléndulas sudoriparas, que son derivados epidérmicos que penetran profun-
damente en Ja dermis. Los nervios, vasos sanguineos y terminaciones nerviosas
son abundantes también ¢n esta capa de la piel [4].

Por debajo de la dermis hay un estrato de tejido conjuntivo laxo, la fascia
superficial o hipodermis, que en muchas especies estd transformado en tejido
adiposo subcutaneo, el cual tiene un papel importante en el metabolismo de la
grasa. No es parte de la piel y aparece como extension profunda de la dermis

2],

La dermis y la epidermis estan conectadas por coligena tipo VII y fibras de
oxilatan [7].

La piel estd sujeta a diferentes heridas o alteraciones de su integridad
anatémica. Se describe a continuacién el proceso de cicatrizacién de heridas
por segunda intencién (cuando el dafio es muy amplio y por tanto muy extenso
el espacio que separa los bordes de la lesion de modo que no logran adosarse
uno al otro).

. 1.2 CICATRIZACION

La cicatrizacién es una secuencia de eventos que se¢ desencadenan como
respuesta a un dafio o lesion tisular y que comprende factores humorales y
respuestas celulares que llevan a la reparacion del tejido lesionado. Estos
eventos pueden verse alterados por la presencia de cuerpos extrafios, por
infecciones o por problemas vasculares [8].

E} proceso de cicatrizacién, se conoce desde hace tiempo y consiste en una
secuencia cronolégica de eventos caracterizada por infiltrados celulares que
aparecen en las inmediaciones de la herida. Dicho proceso es continuo y s¢ ha
dividido en tres fases consecutivas y sobrelapadas: a) Inflamacion (temprana y
tardia) b) Proliferacién y ¢) Formacién y remodelacién de la matriz (Fig. 3).
Los fenmenos que se observan en la reparacién de la piel en todo su espesor
requieren contribuciones epidérmicas, dérmicas e hipodérmicas [8,9,10].
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Fig. 3 Fases de la reparacién de heridas. Se muestran las tres fases en que se ha dividido Ja
dicatrizacién de hetidas. (1) Inflamacion (temprana y tardia), (2) Proliferacion y (3) Formacién y
remodelacién de la matriz, Las fases estin sobrelapadas una con otra y estdn graficadas a lo largo
del eje de las abscisas como una funcién logaritmica del tiempo. La inflamacién estd dividida en
fase temprana y tardia caracterizada por una acumulacién rica en neutrdfilos e infiltrados de
células mononucleares respectivamente. La contraccién de la hetida se da de forma paralela con
la proliferacién. La acumulacién de coligena empieza poco tiempo después de que inicia la
proliferacién, continuando durante a formacién y remodelacién de la matriz [B).

1.2.1 Inflamacién

a) Inflamacion temprana: Como resultado del rompimiento de los vasos
sanguineos hay extravasacion de constituyentes de la sangre y agregacion
plaquetaria, coagulacién de la sangre y generacién de bradicidina y
anafilotoxinas derivadas del complemento. Las plaquetas activadas no
solamente se agregan y desencadenan la coagulacion de la sangre, sino
también liberan sustancias biolégicamente activas, incluyendo la formacién
de moléculas que promueven la migracién y crecimiento celular dentro del
sitio de la herida y factores de crecimiento que acttian a nivel local de la
herida. Los neutréfilos son los primeros leucocites observados en el drea de
inflamacién y dafio. Estos liberan enzimas y prostaglandinas de la serie E,,
las enzimas atacan a los desechos extracefulares y facifitan la ruptura del
material necrético. La principal funcidn de los neutrofilos, durante la fase
inflamatoria temprana del tejido dafiado, es librar el sitio de bacterias. Los
monocitos aparecen poco tiempo después y a medida que van llegando a la
herida se van transformando en macr6fagos, los cuales siguen aumentando
en nimero, mientras que los neutréfilos disminuyen, lo cual nos permite
hacer una divisién arbitraria entre la fase inflamatoria temprana y la tardia.
A la llegada de estas células al sitio de [a herida se e denomina infilirado
celular, y como se menciono anteriormente, son de vital importancia para
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llevar a cabo el proceso de cicatrizacién por las funciones que llevan a cabo

[8).

b) Inflamacion tardia: tanto los macr6fagos como los neutr6filos fagocitan y
digieren organismos patégenos, limpian el tejido (detritus del tejido)
incluyendo neutréfilos degenerados. Ademds los macréfagos liberan una
plétora de sustancias biol6gicamente activas. Muchas de estas sustancias
facilitan el establecimiento de c€lulas inflamatorias adicionales y ayudan al
macréfago en la descontaminacién del tejido. También son liberados los
factores de crecimiento y otras sustancias que son necesarias para la
iniciacién y propagacién del tejido de granulacién, el cual consiste de una
densa poblacién de macréfagos, fibroblastos y neovasculatura embebida en
una mattiz de coligena, fibronectina y A4cido hialurénico [8]. Los
macréfagos también atraen 2 los fibroblastos hacia la herida ¢ influyen en
su maduracién. Asi, el macrofago juega un papel pivote en la transicion
entre la inflamacién y la segunda fase de la reparacién de la herida [8].

1.2.2 Proliferacién

Esta fase de Ia reparacién de heridas se caracteriza por la formacitn del tejido
de granulacién con la migracién y proliferacién de fibroblastos, la
regeneracién de una barrera epitelial, neovascularizacién y la produccion y
depésito de moléculas de la matriz extracelular, particularmente coldgena {11].

Migracién y proliferacién de fibroblastos. Los fibroblastos se originan a
partir de células mesenquimatosas indiferenciadas presentes en ¢l tejido
conectivo adyacente (tcjido subcuténeo y grasa) [12]. Aproximadamente
después de 72 horas de Ia lesién se empiczan a infiltrar fibroblastos en el sitio
de la herida [11], en respuesta al factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), al factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y la matriz
provisional rica en fibrina y fibronectina, la cual guia esta migracién celular.
Asi esta matriz rica en fibronectina funciona como un base para la migracién
celular {13]. Los fibroblastos comienzan a secretar proteinas, polisacaridos y
varias glucoproteinas que constituyen la sustancia amorfa del piso de la matriz,
que sirve para el depésito de coldgena. Los fibroblastos comienzan a secretar
colagena al cuarto o quinto dia. En los estadios iniciales, fas moléculas de
tropocolégena son expulsadas hacia el espacio extracelular y sc agregan para
formar fibrillas de coldgena joven, cerca de los fibroblastos. El continuo enlace
de éstas resulta en las fibras de coldgena (Fig. 4). Estas tltimas son pequefias al
principio, pero se van agrandando gradualmente hasta producir un tejido denso
de coldgena que une fos bordes del tejido dafiado. A medida que aumenta el
contenido de colégena de la herida, decrece la cantidad de glucoproteinas y
mucopolisacéridos, asi como también el nimero de fibroblastos. Con la
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reduccién del nimero de fibroblastos con funcién de sintesis, decrece la
sintesis total de coldgena.

ERPACKD EXTHACILYLAN

Fig. 4 Fases de la sintesis de coligena [14].

Ademés de producir la matriz extracelular, el fibroblasto esta involucrado en el
proceso de contraccion de la herida. La matriz formada por los fibroblastos del
tejido conectivo provee un sustrato sobre el cual macroéfagos, nuevos vasos
sanguineos y los mismos fibroblastos pueden migrar dentro de la herida.

Formacién del tejido de granulacién. El tejido de granulacién (Fig. 5) consiste
de una densa poblacién de macr6fagos, fibroblastos y neovasculatura
embebida en una matriz de coldgena, fibronectina y 4cido hialurénico [8]. La
fibronectina juega un papel en 1a adhesi6n celular y puede estar involucrada
en la remodelacién de la matriz [11]. El tejido de granulacién aparece tres o
cuatro dias después de haber ocurrido 12 herida. Su nombre se debe al aspecto
que presenta, ya que s¢ observa un fejido granular rojo brillante como resultado
de la proliferacién de los ovillos capilares o “nodillos” originados desde los
capilares seccionados en la herida. En las heridas pequefias este tejido se
encuentra por debajo de la costra [12].

El tejido de granuiacién es importante en la curacion de las heridas abiertas, ya
que es extremadamente resistente a las infecciones por la gran cantidad de
células presentes en este. Provee una superficie sobre la cual el epitelio es
capaz de migrar, juega un papel en la contraccién de la herida y contiene
fibroblastos que producen coldgena [8].
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Fig. 5 Corte transversal de tejido de granulacién.
Se observa en el centro un capilar neoformado
todeado de fibroblastos [5]-

Neovascularizacién. La cicatrizacién de heridas no puede llevarse a cabo sin
la neovascularizacién o proceso angiogénico, ¢l cual implica la formacién de
nuevos capilares a partir de vasos sanguineos preexistentes (Fig. 6). Dos o tres
dias después de haber sido lesionado el tejido, aparecen las primeras yemas
capilares que se van desarrollando inmediatamente por detras del avance de los
fibroblastos. Cada ovillo capilar del tejido de granulacién a medida que avanza
el tiempo se va diferenciando de manera progresiva en arteriolas, capilares y
vénulas. De la misma forma aunque con un peco més de lentitud, se van
desarrollando los vasos linfiticos. La formacién de una nueva vasculatura
provee a la zona de la herida de oxigeno y nutrientes necesarios para continuar
el crecimiento del nuevo tejido [9].

Aproximadamente después del sexto dia de evolucion de la reparacién, los
vasos de necformacion tienden a disminuir de calibre y a desaparecer [15].

11
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Fig. 6 Pasos de la angiogénesis. A la izquierda esta el vaso
original. 1) Degradacién de la membrana basal y de la mattiz
extracelular. 2) Emigracién del endotelio. 3) Proliferacion
endotelial {mitosis). §) Organizacién y maduracion [14].

Contraccién de la herida. La contraccién de una herida es su reduccién en
tamafio como resultado del movimiento centripeto de todo el espesor de la piel
adyacente a la misma. El tejido de granulacién tracciona los mdirgenes
cutdneos hacia el centro, de forma tal que el 4rea a cubrir por epitelizacion se
reduce. Durante este proceso no se forma piel, sino que aquélla que rodea a la
herida se acerca hacia el centro del defecto. En aquellas dreas donde [a piel se
encuentra laxamente unida a las estructuras subyacentes, 1a contraccion de la
herida pueds conducir a su cierre completo dejando cicatrices cuya forma
varia.

Dentro del tejido de granulacion los fibroblastos toman caracteristicas de
musculo liso, incluyendo la capacidad contrictil. Su contraccién es la
responsable del acortamiento de la herida y el proceso se detiene cuando uno
de los lados de ésta contacta con el lado opuesto, 6 cuando el tejido de
granulaci6n carece de miofibroblastos sanos.

Epitelizacién. La epitelizacion puede ocurrir tan répidamente como sea
posible para restablecer la integridad del tejido. Se produce de forma
independiente de la contraccién de la herida; comienza después de minutos u
horas con la movilizacion de las células basales de la epidermis del borde de la
lesién. Las células se desprenden de su finme insercién a la dermis subyacente,
se agrandan, se aplanan y movilizan hacia la profundidad y al exterior del
borde de Ia herida (Fig. 7). Estas células epiteliales migran hacia el defecto a
través del tejido de granulacién desarrollado para reemplazar al déficit celular
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epitelial. Al principio el proceso de epitelizacion es répido, pero a medida que
la cobertura celular se va alejando del borde de la herida y tiende al
monoestrato, e! proceso se hace més lento. Si hay una costra, el epitelio en
migracién se mueve por debajo de ella hasta contactar con el lecho de tejido de
granulacién subyacente. Estas células epiteliales producen una colagenasa que
disuelve la base de la costra de forma tal que ésta s¢ pueda desprender [14].

Si la membrana basal es destruida por el dafio o degradacién enzimdtica
subsecuente, las células epiteliales migran sobre la matriz provisional [8].
Subsecuentemente las mismas células epiteliales secretan fibronectina y
colagena tipo V' y finalmente laminina y coldgena tipo IV, la cual constituye la
nueva membrana basal.

1.2.3 Formacibn y remodelacién de la matriz

La tercera fase de la reparacién de heridas ¢s la formacioén y remodelacién de
la matriz extracelular. La formacién de la matriz comienza simultaneamente
con la proliferacién como se muestra en la Figura 3. Durante esta extensa fase
la coldgena es producida y remodelada; la cicatriz madura es formada y hay
una neovascularizacién regresiva. La fibronectina es removida en pocas
semanas; el 4cido hialurénico es reemplazado principalmente por heparédn
sulfato en Ja membrana basal, y dermatan sulfato y sulfato de condroitin en el
intersticio. Existe un balance entre la formacion de coligena y su destruccion
por colagenasas tisulares {11] que eliminan fibras no funcionales y preservan
aquellas con orientacion funcional. Con el tiempo la fuerza tensil de la herida
aumenta, esto se debe a un aumento del entrelazamiento de fibras de coldgena
a nivel intra e intermolecular y a los cambios de ordenamiento fisico de las
fibras. Las fibras de coldgena bien orientadas aumentan en espesor y densidad,
y tienden a agruparse en bandas. La uni6n entre las bandas de colagena de la
dermis del borde de la herida y la coligena recién formada se van haciendo
cada vez mas dificil de distinguir a medida que éstas se van entremezclando.
Aungue la resistencia aumenta con el tiempo, el tejido de la cicatriz permanece
de un 15 a un 20 % més débil que el tejido adyacente [12].

13
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Fig. 7 Epitelizacién de una herida abierta. (A) Las células epidérmicas basales del
borde de la herida se aflojan de su insercién en la dermis. (B) Las células
epidérmicas del borde de Ia herida se extienden hacia Ia profundidad y exterior del
borde cutdneo, sobre la dermis. (C) La migracién de las células epiteliales se
detiene por medio de la inhibicidon por contacto. (D) Las células epiteliales
proliferan y se diferencian [12].
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1.2.4 Tipos de cicatrizacién

En heridas cutineas se reconocen dos tipos de cicatrizacion; de primera y de
segunda intencién que se diferencian esencialmente en cuanto a ia cantidad de
tejido dafiado, intensidad del proceso de reparaci6n y, por tanto, en el tiempo
en el que éste se lleve a cabo.

Cicatrizacién por primera intencidn: La cicatrizaci6n es de 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 (Fig. 8).

Cicatrizacién por segunda intencion: Es de segunda intencion si resulta muy
amplio ¢l dafio y por tanto muy extenso el espacio que separa a los bordes de la
lesi6n, de modo que no logran adosarse uno al otro (Fig. 9).

Las heridas triangulares, rectangulares y cuadradas curan en direccion
centripeta, permaneciendo las esquinas estacionarias y los lados movilizdndose
hacia el centro. Como resultado se obticne una cicatriz estreflada en tres
puntas, una con dos “V*” con sus vértices enfrentandose y unidas por una linea
recta delgada y una estrellada de cuatro puntas [12].
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Fig. 8 Cicatrizacién de ptimera intencién, (a) La lesién traumitica es minima y
con bordes regulares. (b) Sc genera una respuesta inflamatoria discreta. (c)
Formacién de escaso tejido de granulacidn. {d) La cicatrizacibén es excelente con

poco tejido conectivo tesidual [15].
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Fig. 9 Cicatrizacién de scgunda intencién. a, herida mis extensa, aunada 2
contaminacién bactetiana y necrosis. b, el proceso de cicatrizacién es mucho
mis extenso [15].

1.2.5 Funciones del zinc y el calcio en la cicatrizacién de heridas

Zine. El zinc estimula la cicatrizacidn de heridas y ayuda a una mejor
queratinizacién epidermal; participa en muchos eventos fisiologicos dermales
y epidermales que son dependientes de zinc. Como la gran mayoria de los
elementos ftraza, el zinc es incorporado dentro de una variedad de
metaloenzimas. Hay mas de 70 enzimas descritas en la fisiologia humana y
animal en donde el zinc participa como parte integral de la enzima o como
cofactor para la actividad enzimatica. Algunas de las metaloenzimas incluyen
las que estan involucradas en las sintesis de proteinas, dcidos nucleicos y
metabolismo de lipidos. Se ha observado que sin niveles adecuados de zinc las
células epiteliales y fibroblastos pueden migrar normalmente pero no pueden
multiplicarse; por lo tanto la epitelizacién no puede ocurrir y la sintesis de
DNA y coligena es inadecuada [16]. Otras evidencias circunstanciales que
evidencian que el zinc estd involucrado en la fisiologia epidermal incluyen:

1.- Alta concentracion de zinc en la piel; la cual es mayor en la epidermis que
en la dermis.

2.- Presencia de alopecia y dermatitis cuando hay deficiencias de zinc tanto en
humanos como en animales

3.- Paraqueratosis; una caracteristica histolégica de la dermatitis cuando hay

deficiencia de zine.

Calcio. Se han realizado pocos estudios sobre los efectos del calcio en el
crecimiento celular epitelial [17]. Sin embargo, se sabe que el ion calcio esta
involucrado en la fisiologia de la diferenciacion celular y descamacion [18], ya
que se¢ ha observado que los queratinocitos de ratén cuando se cultivan en un
medio que contiene 0.05mM de calcio crecen en una monocapa, debido a que
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el ensamblaje de los desmosomas se inhibe y, cuando el medio contiene una
concentracién més elevada de calcio (1.2mM) los desmosomas se forman y las
células se estratifican. Después de 3 a 7 dias adicionales en cultivo las células
se comifican; estos datos indican que al menos algunos rasgos de
diferenciacién pueden ser inducidos por el calcio in vitro [19].

El calcio actiia en el estado tardio de la fase S del ciclo celular, justo antes de
la sintesis de DNA y es necesario para ciertos rasgos de diferenciacion
terminal, por ejemplo; para la formacién de desmosomas, estratificacion,
adhesién celular y activacién de transglutaminasas en queratinocitos humanos
[19]. El calcio puede ser el que desencadene varios eventos terminales
asociados con la cornificacién y es requerido para la activacién de varios
sistemas enziméticos, por ejemplo; la fosfolipasa A, involucrada en la
disolucién de grinulos de queratohialina [18].

1.2.6 Factores que influyen en la cicatrizacién

El proceso de cicatrizacion se puede retardar por factores tan diversos como la
presencia de bacterias en la herida, por nutricién inadecuada, por un estado
patolégico coexistente y por factores fisiolégicos [5].

1.3 BIOMATERIALES

Dentro del drea de la Fisica Médica existe una rama muy importante, la de los
biomateriales; cuya aplicacidn principal se encuentra en el drea médica.

1.3.1 Definicién de biomaterial

En la segunda guerra mundial se present6 la necesidad de utilizar materiales
para ayudar a soldados y civiles que habian perdido un miembro o un tejido en
forma parcial o total; recientemente, para sustituir partes del cuerpo o
promover la cicatrizacién de un 6rgano o tejido, se utilizan materiales que
cumplen con las propiedades adecuadas para permanecer en el organismo sin
afectarlo, conocidos como biomateriales, los cuales pasan por pruebas
determinadas que la comunidad cientifica infernacional ha designado. Hasta
ahora no se¢ han puesto de acuerdo los cientificos de tode el mundo en la
definicién de un biomaterial, sin embargo, una de ¢llas es que es un material
producido por el hombre, que puede usarse en dispositivos médicos con la
intencién de interactuar con sistemas biolégicos. Su objetivo principal es
reemplazar y/o restaurar tejidos u érganos vivos y sus funciones, o parte de
ellas. Para cumplir tal propdsito, el material debe de ser biocompatible, es
decir, debe de ser aceptado por el organismo y no causar ningan tipo de
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rechazo ni respuesta inmunitaria durante el tiempo que esté implantado en el
organismo, y debe de ser biofuncional, es decir; llevar a cabo una o mas
funciones del tejido u 6rgano al que esta supliendo [20].

1.3.2 Zeolita como un biomaterial

Los biomateriales pueden ser metélicos, ceramicos, polimeros y materiales
compuestos. Las cerimicas usadas como biomateriales son Hamadas
bioceramicas; dentro de estas se encuentran las zeolitas AIPO, que son
cerdmicas bioactivas; es decir, que inducen una actividad biolégica especifica.
Se han logrado sintetizar zeolitas con unidades tetraédricas de PO,. Entre estas
se encuentra la zeolita AIPO tipo chabazita (CHA) [21], la cual presenta las
siguientes caracteristicas:

Chabazita
Férmula quimica CaALSis0y2 « 6H;0 (Alumino silicato de calcio hidratado

Clase: silicatos

Caracteristicas fisicas:

Color: Blanco

Transparencia: de transparcntes a translicidas
Durcza:de4as

Sistema cristalografico: trigonal

Peso especifico: aproximadamente de 2 a 2.2 (muy ligero)

1.3.3 Definicion de zeolita

El término zeolita fue utilizado inicialmente para designar a una familia de
minerales naturales que presentaban como propiedades particulares el
intercambio de iones y la absorcién reversible de agua. Esta Gltima propiedad
dio origen al nombre genérico de zeolifa, el cual deriva de dos palabras
griegas, zeo; que ebulle y lithos; piedra. Hoy ¢n dia, dicho término engloba a
un gran namero de minerales naturales y sintéticos, que constan de un
esqueleto cristalino formado por la combinacién tridimensional de tetraedros
TO, (T= Si, Al, B, Ga, Fe, P, Co,...), unidos entre si a través de dtomos de
oxigeno. La estructura contiene canales y cavidades que son ocupados por
cationes y moléculas de agua los cuales son removidos continuamente. En
particular la zeolita que se utiliz6 en este trabajo tiene una estructura como la
que se muestra en la Figura 10. Su unidad estructural bésica es un tetraedro
{22] formado por cuatro 4tomos de oxigeno y un dtomo central T, que
generalmente es SioP.

19



Introduccion

Fig. 10 Estructura de la zeolita AIPO tpo CHA (a) y su unidad estructural
bisica formada por un tetraedro (B) [22].

1.3.4 Aplicaciones de las zeolitas

Entre sus aplicaciones estd la de ser tamices moleculares, su capacidad de
adsorcién depende del volumen porose y del didmetro de los poros, lo que
permite que sean utilizadas como adsorbentes tanto en procesos de purificacién
como de separacion. También son usadas como intercambiadores i6nicos para
disminuir fa dureza de aguas domésticas ¢ industriales y para la purificacién de
aguas, ademds se han utilizado como catalizadores [23]. En el campo médico
cabe mencionar que se ha aplicado zeolita natural en heridas de piel de rata, en
donde se observé un cietre rapido de la herida. También se ha aplicado zeolita
AIPO tipo CHA sintética enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso a
heridas de piel de rata, en donde se obtuvieron resultados benéficos, ya que
ésta evitd la formacidén de una cicatriz en ¢l 4rea lesionada, ademds de que no
se presento diferencia de color en la cicatriz respecto a una piel normal,
también acelero la proliferacién y el crecimiento de pelo en ¢l 4rea lesionada

y no provoct rechazo al organismo [24].
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1.4 CAMPOS MAGNETICOS

1.4.1 Polos magnéticos

Todo imén posee un polo norte y un polo sur, los cuales se localizan a lo largo
de todo el imén. Estos, llamados polos magnéticos, dan origen a la existencia
de un campo magnético que se forma a su alrededor, cuyas lineas de fuerza,
indican hacia donde se ve atraido un polo en su presencia. Si se aproxima el
polo norte de un iméan al polo norte de otro imén, los imanes se repelen, lo
mismo ocurre si se aproximan dos polos sur. Pero si se aproximan dos polos
opuestos, estos se atraen. La intensidad de [a interaccién entre eilos es
inversamente proporcional al cuadrado de Ia distancia que los separa [25].

El campo magnético que rodea a un imén abarca todo el espacio. La forma del
campo magnélico se revela a través de las llamadas lineas de campo (Fig. 11a),
que en nimero son proporcionales a la intensidad del campo. Los campos
magnéticos ejercen fierzas que son més intensas cuanto mayor es el nimero de
lineas de fuerza que contienen. A diferencia de lo que sucede con las cargas
eléctricas, una caracterfstica muy importante de los polos magnéticos es que
estos nunca estén aislados, 1o que implica que las lineas de campo magnético
siempre son lineas cerradas.

1.4.2 Corriente eléctrica y campo magnético

Una carga eléctrica en movimiento produce bn ¢ampo magnético, por lo que
una corriente eléctrica, es decir, muchas cargas en movimiento, también
producen un campo magnético. Si se forma una espira con un alambre que
lleva corriente eléctrica, las lineas de campo magnético se apifian en el interior
de la espira (Fig. 11b). Si se hace ofra espira y s¢ superpone a la primera
obtenemos una concentracién de las lineas de campo magnético del doble que
en ¢l caso de una sola espira. En una bobina (espiras de hilo conductor) el
campo magnético de cada una de las espiras se suma formando el campo
magnético total de la bobina, proporcional a N, donde N es el nimero de
espiras consideradas, dando como resultado una gran concentracion de lineas
de fuerza, rectas en el interior de la bobina, que se curvan a la salida de ésta
formando un arco mdés o menos grande dependiendo de Ja corriente que pase
por ellas [26]. Por esto, ¢n el interior de la bobina la densidad del flujo
magnético es mucho mayor que fuera de ella. Ademas, cuando la bobina es
suficientemente grande (del orden de centimetros) puede garantizarse que el
campo magnético en la parte interior central de la bobina es homogéneo y se
puede aprovechar para diferentes aplicaciones.
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La unidad para la densidad del flujo magnético es el gauss o el tesla (T),

donde:

1T= 10* gauss (G)
Un tesla equivale a que una particula cargada sienta fuerza de 1 Newton por
cada Ampere de corriente en cada metro recorrido. T=N/Am.

Fig, 11 (a) Patrones de campo magnético de dos imanes
cuando los polos opuestos estin uno frente al otro.(b) Las
lineas de campo magnético que rodean un alambre que
transporta cortiente se apifian cuando el alambre forma una

espira [25].

Los maieriales en general puede dividirse en tres categorias de acuerdo con su
comportamiento dentro de un campo magnético: ferromagnéticos, paramagné-
ticos y diamagnéticos. Los ferromagnéticos son los que se alincan facilmente
con un campo magnético externo; los paramagnéticos son aquéllos que tienden
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a alinearse s6lo con campos muy grandes micentras que los diamagnéticos no se
alinean con los campos magnéticos.

1.4.3 Definicion de campo magnético constante y campo pulsante

Cuando se tiene una bobina por Ia que pasa una corriente eléctrica constante, el
campo magnético producido por la misma serd constante; mientras que si por
ta bobina pasa una corriente eléctrica pulsante, el campo magnético producido
ser4 pulsante, es decir, cambiaré su orientacion tantas veces como la corriente
eléctrica 1o haga. Esto puede verse de la Figura 11b, ya que si cambia de
direccién la corriente el campo magnético rodeard al alambre en sentido
contrario.

1.4.4 Aplicaciones clinicas de campos magnéticos

Se han realizado numerosos estudios sobre la cicatrizacidén de heridas tanto
tebricos como experimentales; entre éstos se encuentran las aplicaciones de
campos magnélicos, los cuales se han utilizado en la regeneracioén de tejido
suave y en la proliferacion celular en donde se han obtenido resultados
benéficos en cuanto al tiempo de cicatrizacién [27], Ademds los campos
magnéticos pulsantes de frecuencia extremadamente baja < 1000 Hz (ELF <
1000 Hz), s¢ han utilizado para promover la cicatrizacién de fracturas de
hueso. Hay un gran nimero de articulos que reportan resultados benéficos
[28,29,30,31,32,33,34,35]. Sin embargo, se conoce peco sobre los campos
magnéticos pulsantes en la regeneracién de tejido suave y en la proliferacién
celular. Se ha demostrado que los campos magnéticos pulsantes aumentan la
sintesis de DNA en cultivos de fibroblastos humanos [29], en cultivos de
condroblastos se ha observado que aumentan la sintesis de colagena y en
fracturas de hueso aceleran la tasa de reparacion osea [31,33,34].

En tlceras cronicas de piel se ha demostrado que cuando estas se someten a
campos eclectromagnéticos por un periodo de tres meses, aumentan la
angiogénesis, la sintesis de coldgena y la produccion de glucosaminoglucanos
[30). En heridas abiertas aumentan la epitelizacién [35] y disminuyen el
tiempo de cicatrizacién [32]). Hay reportes que demuestran que no hay
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la fuerza tensil de la
herida, es decir la fuerza requerida para la separacion de los bordes de la herida

{36}.

Por otra parte se han realizado estudios epidemiolégicos que sugieren que la
exposicion a campos magnéticos incrementa Ja incidencia de algunos cénceres
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[37], otros estudios han demostrado que estos no tienen efectos genotoxicos
[38,39], ya que se ha reportado que no inician céncer, sino que pueden
promover el cancer que ha sido iniciado por otras causas [40].

En otros trabajos se ha observado que los campos electromagnéticos pulsantes
tienen un mejor efecto en la cicatrizacion de piel que los campos electromag-
néticos constantes [32].

Se cree que los campos magnéticos pueden alterar la produccion de algunos
radicales libres que influyen en varios procesos biolégicos [37].

Se ha observado que cuando una célula estd dafiada debido a una quemadura,
corte, contusion o abrasién quirirgica se produce una despolarizacién de la
célula, dando como resultado una disminucién del 4cido desoxirribonucleico
(DNA), 4cido ribonucleico (ARN) y del bombeo de sodio [41). En eritrocitos
humanos se ha demostrado que cuando estos s¢ exponen a campos magneticos,
aumenta la salida de sodio, esto significa, que hay una mayor actividad de la
Na-KATPasa, la cual regresa las concentraciones de los iones a su nivel
original, dando como resultado una buena polarizacién de la membrana celular
[41]. Ademés hay otros estudios {42] que reportan que los campos magnéticos
orientan a las protefnas transmembranales facilitando los movimientos iénicos
a través de la membrana celular ayudando de esta manera a una buena
polarizacién de la misma.

Debido a que la piel estd sujeta a una gran cantidad de accidentes, es
importante desarrollar nuevos métodos que aceleren el proceso de reparacién
de los tejidos lesionados, restaurando sus funciones y evitando de esta manera
infecciones que puedan alterar el proceso de cicatrizacién. Por tal motivo y por
los antecedentes antes mencionados, en este trabajo se propone la utilizacién
de campos magnéticos pulsantes de 100 gauss y de zeolita enriquecida con
zinc y calcio al 0.5 % en peso, como un posible método alternativo en la
cicatrizacion de heridas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Si la zeolita enriquecida con zinc y calcio y los campos magnéticos puisantes
participan de alguna manera en los eventos fisiologicos dermales y
epidermales durante el proceso de cicatrizacién de heridas, entonces, se espera
observar una mejor cicatrizacion en las heridas de piel tratadas con la
combinacién de campos magnéticos mas zeolita al compararlas con las
heridas que no recibieron ningin tratamiento y con las que s6lo se trataron con
campos magnéticos, en los diferentes tiempos de experimentacion (15, 30 y 45

dias).
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OBJETIVOS

General

s Describir la morfologia externa e histologia de la piel en la cicatrizacion de
heridas empleando campos magnéticos pulsantes de 100 gauss, zeolita
enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso con campos magnéticos
pulsantes de 100 gauss, y sin tratamiento (control), durante 15, 30 y 45 dias
de experimentacion, utilizando como modelo experimental a 1a rata Wistar.

Particulares

s QObservar, describir y comparar externamente la evolucion del cierre de la
herida durante 15, 30 y 45 dias de experimentacion en ratas tratadas con:
a) Campos magnéticos pulsantes de 100 gauss.
b) Campos magnéticos pulsantes de 100 gauss mas zeolita enriquecida
con zinc y calcio al 0.5 % en peso.
¢) Grupo control.

e Comparar histolégicamente la respuesta que hubo en la cicatrizacion de
heridas en piel de ratas fratadas con campos magnéticos y con la
combinacion de campos magnéticos mis la zeolita con el grupo control.
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Capitulo IT
MATERIAL Y METODO

2.1 Animales de experimentacién

Se trabajé con 45 ratas hembras de la cepa Wistar con un peso entre 200 y 250
gramos, de edad juvenil, se mantuvieron en un bioterio en cajas de fibra de vidrio
con tapas de alambre soldado y cama de aserrin. Se alimentaron con alimento
comercial y libre acceso al agua.

2.2 Cirugia

Las ratas se dejaron 4 dias en el bioterio para que se aclimataran antes de realizar la
herida. Se anestesiaron por via intraperitoneal con una dosis de Ketamina (100
mg/kg de peso) y Xilacina (13 mg/kg de peso). La region dorsal anterior de la rata se
rasurd con una navaja de afeitar, se lavo la zona rasurada con jabén antiséptico
liquido y se desinfecté con Benzal (Laboratorios Berrier); a cada rata se le realizd,
bajo condiciones asépticas, una herida con un bisturi a nivel del tejido subcuténeo de

3.0 X 3.0 cm (figural2).

2.3 Tratamiento de los animales

Las 45 ratas se dividieron en tres grupos de 15 ratas cada uno. El primer grupo (I),
fue expuesto a campos magnéticos pulsantes con una intensidad de 100 gauss
durante 30 minutos diarios con un gencrador de campos magnéticos
(Magnetoterapia DHAN-100). Las bobinas fueron colocadas con polos opuestos
dentro de la caja de la rata (Fig. 13).

Al segundo grupo (II) se le aplicé sobre la herida una mezcla de Zeolita AIPO* con
petrolato puro, utilizando este witimo como vehiculo dérmico, este grupo también
fue expuesto a campos magnéticos pulsantes de 100 gauss durante 30 minutos
diarios con el mismo generador de campos magnéticos (Magnetoterapia DHAN-

100).

El tercer grupo (III) fue el control y no recibié tratamiento.

'huoﬁum‘plﬂd:ﬁx:\lmmfmmdepdvomﬁqmddamz&wym.lcio:]OAS'/- en peso.
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Fig. 12 Se observan los mésculos expuestos de la rata después
de haber realizado 1a herida de 3.0 x 3.0 cm. Se retird epider-
mis, dermis y tejido subcutineo.

Fig. 13 Rata Wistar de 200 a 250 g recibiendo campos mag-
néticos pulsantes de 100 gauss. Se¢ observan las bobinas
colocadas con polos opuestos.
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Cada grupo se dividié en tres subgrupos de 5 ratas cada uno, cada subgrupo
correspondi6 a los diferentes tiempos de experimentacién, los cuales fueron: a) de
15 dias de tratamiento, b) de 30 dias de tratamiento y c) de 45 dias de tratamiento.
Al terminar los dias de experimentaci6n se sacrificaron las ratas con éter etilico y se
disecto el tejido cicatrizal para el procesamiento histolégico.

2.4 Estudio clinico

El estudio clinico consistié en observar externamente la evolucién del cierre de la
herida de cada una de las ratas estudiadas durante los tres tiempos de
experimentaci6n. Los criterios de puntuacién evaluados (modificados de la ASTM)

{43] fueron los siguientes:

a) Formacidn de Eritema:
1. Sin eritema
2. Eritema muy leve {(apenas perceptible)
3. Eriterna bien definido (de color rojo pélido)
4. Eritema de moderado a severc (drea bien definida y roja)
5. Eritema severo (amoratado y una leve escara)

b) Presencia de infeccion:
1. 8i
2. No

¢) Formacién de Edema:
i. Sin Edema
2. Edema muy leve (apenas perceptible)
3. Edema leve (limites de érea bien definida por un levantamiento)
4. Edema moderado (limites elevados aproximadamente 1mm)
5. Edema severo (levantamiento mayor de Imm y se extiende mas allé del

area de exposicitn).

d) Pelo
1. Presencia
2. Ausencia

2.5 Procesamiento histologico del tejido cicatrizal

» Técnica de procesamiento para inclusion en parafina

- Inmediatamente después de haber disectado el tejido cicatrizal, se fijo en una
solucién amortiguadora de fosfatos durante 48 horas, a un pH de 7.4, el cual se
prepar6 de la siguiente manera:
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Fosfato de sodio monobasico (NaH:PO#H0) v 0.043M
Fosfato de sodio dibasico (NazHPO) c.cmemrmsrccininsesrcncnincrnniens 0.050M
FOrmaldheido 8l 376 ..ccovvvrierrererencrsimesssressasasasseensissarssssrasassesasnss 100ml
Agua destilada .....oveeeiveinmnrn e e 900ml]

- Después de que se fijaron los tejidos s¢ lavaron con agua de la llave de 15 a 20

minutos.
Se deshidrataron con alcoholes de concentracién ascendente (50, 70, 80, 96 y

100°) de 30 minutos a 1 hora en cada alcohol hasta llegar a xilol-alcohol.

- Se aclararon con xilol de 30 minutos 2 una hora.

- Se incluyeron los tejidos en parafina (JUNG-Histowax) (p.f. 57-58° C).

. Se realizaron cortes de 5 de grosor con un micrétomo de rotacién, los cuales se
colocaron en un bafio de flotacién que contenia agua con grenetina a una
temperatura de 38-42°C.

- Finalmente los tejidos se colocaron en portaobjetos y se tifieron con la técnica de
Tricrémica de Gallego {Apéndice I) [44].

2.6 Estudio histolégico

Se realiz6 un anélisis histolégico de los cortes tefiidos con la técnica Tricrémica de
Gallego en un microscopio 6ptico Carl Zeiss, con un objetivo de 40X en donde se
evalito cualitativamente; tejido de granulacién, infiltrado celular, disposicion de las
fibras de coldgena, neovascularizacién, foliculos pilosos y gldndulas sebéceas. Se
tomaron fotomicrografias de las dreas mas representativas de los cortes tefiidos con
una cimara CONTAX 167 MT. La técnica Tricrémica de Gallego se utilizo
principalmente para teiiir fibras de colagena, en este caso se tifieron de color azul
verdoso, la queratina y eritrocitos se tifieron de amarillo y los niicleos de las células

de color rojo violaceo.

2.7 Anilisis estadistico

Se analizaron los resultados utilizando la prueba de andlisis de variancia (ANOVA)
para comparar las medias del dia de cierre de la herida de los diferentes grupos
durante los tres tiempos de experimentacion, tomando como base la hipétesis nula
de que las medias del grupo control, del grupo tratado con campos magnéticos (CM)
y del grupo tratado con campos magnéticos mis zeolita (CM + ZEOQ) son iguales,
Las pruebas tuvieron un nivel de significacién de o= 0.05 [45].
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Capitulo 11T
RESULTADOS

A lfos 15 dias de tratamiento

En ¢l grupo tratado con campos magnéticos pulsantes de 100 gauss, a los 15 dias de
tratamiento, se observé que no habia cerrado completamente la herida y que aun
permanecia la costra. Ademas se observé que no hubo presencia de infeccién, ni de
edema, el eritema fue muy leve durante los primeros dias postoperatorios y despu¢s
desapareci6. Los resultados histologicos mostraron que el proceso de reepitelizacién
no se habia completado a los 15 dias de tratamiento, ya que se pudo ver la epidermis
atin migrando por debajo de la costra. Se observé ademss, el tejido de granulacion
con gran cantidad de vasos sanguineos, el cual estaba siendo reemplazado por fibras

de coldgena (Fig.14A).

A los 15 dias de tratamiento en el grupo tratado con campos magnéticos pulsantes de
100 gauss més zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso, se observé la
herida muy contraida, con presencia de costra en algunas ratas, sin infeccién, sin
eriterna y edema muy leve alrededor de la herida en algunas ratas. En los resultados
histolégicos se observa que el proceso de reepitelizacion ha sido completado pero
ain no se ha desprendido la costra, por debajo de la epidermis el tejido de
granulacion estd siendo reemplazado por fibras de coldgena. Se observa una gran
cantidad de vasos sanguineos en la dermis y la coligena ordenada de una manera

homogénea (Fig. 14B).

En el grupo control a los 15 dias de tratamiento atin permanecia la costra, el eritema
se presenté en los primeros dias postoperatorios. No hubo presencia de infeccién y
el edema al dia 9 apenas era perceptible. Los resultados histol6gicos muestran que el
proceso de reepitelizaci6n no se ha completado, ya que aiin se observa la epidermis
migrando por debajo de la costra. Debajo de la epidermis se puede ver que el tejido
de granulacién estd siendo reemplazado por fibras de coldgena (Fig. 14C y Fig. 15).

Es importante mencionar que a los 15 dias de tratamiento no se comparé el
promedio del dia de cierre de la herida en los diferentes grupos, debido a que la
mayoria de las heridas no habfa cerrado y por lo tanto no se obtuvieron datos para

poder realizar la prueba estadistica.
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Fig, 14 Resultados histoldgicos de la cicatdzacion de piel a los 15 dias después de
realizada |2 herida en las ratas tratadas con A) campos magnéticos, B) campos
magnéticos mas zeolita y C) del grupo control. Se puede observar la epidermis (e), Ia
costra (c), el tejido conectivo de la dermis (d) en donde se destacan vasos sanpuineos
(ve) y patte del tejido de granulacién (tg). Tricrdémica de Gallego 10X,
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Fig. 15 Sc observa como las células epidéemicas (ce) van
desplazando a fa costra (c). Se pueden ver ambién etitrocitos (€).
Tricrémica de Gallego 100 X

A los 30 dias de tratamienio

En el grupo tratado con campos magnéticos pulsantes de 100 gauss a los 30 dias de
tratamiento, se observd presencia de eritema muy leve hasta el dia 19 y después
desaparecio. No hubo presencia de infeceion y el edema fue muy leve durante los
primeros dias postoperatorios. En los resultados histolégicos se puede observar que
el proceso de reepitelizacién ha finalizado, ya que la epidermis se encuentra
completamente regenerada. En esta misma capa de la piel se puede observar el
estrato comeo. Debajo de la epidermis se encuentra la capa dérmica, en donde s¢
observa que el tejido de granulacion ha sido reemplazado en su totalidad por fibras
de colagena y foliculos pilosos que han empezado a regenerar, al igual que vasos
sanguineos (Fig. 16A).

En el grupo tratado con campos magnéticos pulsantes de 100 gauss mas zeolita
enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso, a los 30 dias de tratamiento, se
observé un eritema muy leve al dia 14, se presentd infeccion en una rata durante
todo el tiempo de experimentacion, el edema fue muy leve hasta el dia 19 y después
desaparecid. Los resultados histologicos mostraron que las heridas tratadas con
campos magnéticos pulsantes de 100 gauss més zeolita enriquecida con zinc y calcio
al 0.5% en peso, fueron completamente recpitelializadas y el tejido de granulacion
fue casi completamente reemplazado por tejido conectivo de la dermis y foliculos
pilosos (Fig. 16B). En el centro de la figura se observa un corte longitudinal de un
foliculo piloso regenerado casi en su totalidad, se puede observar junto a €l
glandulas sebaceas, en esta misma 4rea se observan vasos sanguincos con eritrocitos
y un buen reacomodo de las fibras de colagena.
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Fig. 16 Muestra los resultados histoldgicos de la cicatnzacién de picl a los 30 dias
después de realizada la herida en las ratas tratadas con A) campos magnéticos, B) campos
magnéticos mis zeolita y C) del grupo control. $c observa la epidermis (e), €l estrato
corneo {ec), la dermis (d), vasos sanguinecs (vs), foliculos pilosos (fp) v gléndulas
sebiceas (gs). Tricrémica de Gallego 10X,
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En el grupo control, a los 30 dias de tratamiento se observé que ya habfa cerrado
completamente la herida, se presentd eritema muy leve hasta el dia 16. No hubo
presencia de infeccion en ninguna rata, el edema fue muy leve durante los primeros
dias postoperatorios, después desaparecié. En los resultados histolégicos se observa
que el proceso de reepitelizacién se ha llevado a cabo en su totalidad. Debajo de la
epidermis se encuentra la dermis, en la que se puede ver una gran cantidad de vasos
sanguineos; a diferencia de los otros casos, aqui no se observa regeneracion de

foliculos pilosos (Fig. 16C).

Con respecto al dia de cierre de la herida se pudo obscrvar a los 30 dias de
experimentacién, que el grupo tratado con campos magnéticos pulsantes de 100
gauss més zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso presentd una tasa de
cicatrizacién més elevada, ya que cerrd en promedio el dia 16; seguido del grupo
tratado con campos magnéticos pulsantes de 100 gauss y por ultimo el control, que

cerré en promedio el dia 20.4 (Fig.17).

Con base en la prueba estadistica de ANOVA (Fos), se puede decir que si hay
diferencia significativa con respecto al dia de cierre de la herida en los grupos
tratados durante 30 dias con campos magnéticos pulsantes de 100 gauss, con campos
magnéticos pulsantes de 100 gauss mds zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5%

en peso y en el grupo control.

Cierre de la herida de los grupos de 30
dias de experimentacion.

{dias)

Clerre de 1a herida
I SR N Y % ]
ALl

m

Control CM CM+ZEO
Tratamientos

Fig. 17 Promedio del dia de cierte de la herida en piel de ratas
control, en ratas tratadas con campos magnéticos pulsantes de
100 gauss (CM) y en ratss tratadas con campos magnéticos
pulsantes de 100 gauss mis zeolita entiquecida con zinc y calcio al
0.5% en peso (CM+ZEQ), a los 30 dias de experimentaciéa.
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A los 45 dias de tratamiento

En el grupo tratado con campos magnéticos pulsantes de 100 gauss, ¢l eritema fue
muy leve hasta el dia 13 y después desapareci6. No se presenté infeccién en
ninguna de las ratas de este grupo. El edema fue bien definido hasta el dia 15 y
después desapareci6. En los resultados histol6gicos se observan bien delimitadas las
dos capas de la piel; la epidermis y la dermis. La capa epidérmica a los 45 dias de
tratamiento fue completamente reepitelializada, en esta capa se observa el estrato
comeo en color amarillo verdoso. En la dermis se observa que ¢l tejido de
granulaci6n ha sido completamente reemplazado por fibras de coldgena, las cuales
muestran un arreglo muy parecido al de una piel normal, pero no se observan
foliculos pilosos ni glindulas sebaceas; sin embargo, si se pueden ver vasos

sanguineos (Fig. 18A).

A los 45 dias de experimentacion, en el grupo tratado con campos magnéticos
pulsantes de 100 gauss més zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso, se
observé que el eritema fue muy leve hasta el dia 10, no s¢ presentd infeccién en este
grupo y ¢l edema fue muy leve hasta el dia 10. En los resultados histolégicos se
observé que la reepitelizacion se habia Hevado a cabo en su totalidad. En la dermis
se observ la regeneraci6n de foliculos pilosos y glandulas sebaceas (Fig. 18B).

En el grupo control se observé que ya habian cerrado completamente las heridas a
los 45 dias de tratamiento, en este subgrupo el eritema fue muy leve durante ¢l dia 8
y después desaparecié. No hubo presencia de infeccién y el edema fiue moderado
durante fos primeros seis dias, después desaparecié. Los resultados histologicos
muestran que las heridas fueron completamente reepitelializadas, pero el tejido de
granulacién no fue reemplazado completamente por fibras de coldgena; sin
embargo, en las dreas donde si fue reemplazado se observa un buen reacomodo de
éstas. En la capa dérmica se pueden observar vasos sanguineos y foliculos pilosos
que no regeneraron en su totalidad (Fig.18C).
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Fig. 18 Muestra jos resultados histolégicos de la cicatrizacion de piel 2 los 45 dias
después de realizada Ia herida en las ratas tratadas con A} campos magnéticos, B) campos
magnéticos mis zeolita ¥ C) del grupo control. Se observa la epidermis (), el esirato
cémeo (ec), la demmis {d), vasos sanguineos (vs), foliculos pilosos (fp) y glindulas
sebiceas (gs). Tricrémica de Gallego 103,
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Con respecto al dia de cierre de la herida se pudo observar a los 45 dias de
experimentacién, que el grupo tratado con campos magnéticos pulsantes de 100
gauss mas zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso present6 una tasa de
cicatrizacion més elevada, ya que la herida cerr6 en promedio el dia 16; seguido del
grupo tratado con campos magnéticos pulsantes de 100 gauss y por ultimo el
control, que cerré en promedio ¢l dia 18.6 (Fig.19).

Cierre de la herida de los grupos de 45
dias de experimentacion.
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Fig. 19 Promedio del dia de cierre de la herida en piel de ratas
control, en ratas tratadas con campos magnéticos pulsantes de
100 gauss (CM) y en matas tratadas con campos magnéticos
pulsantes de 100 gauss mids zeolita enriquecida con zinc y caleio
al 0.5% en peso (CM+ZEQ), a los 45 dias de expetimentacion.

Con base en la prueba estadistica de ANOVA (Fogs), se puede decir que si hay
diferencia significativa con respecto al dia de cierre de la herida en los grupos
tratados durante 45 dias con campos magnéticos pulsantes de 100 gauss, con campos
magnéticos pulsantes de 100 gauss mds zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5%

enpesoy en el grupo control.

Externamente, a los 45 dias de tratamiento, s¢ pudo observar en la piel cicatrizada de
las ratas tratadas con campos magnéticos pulsantes de 100 gauss y con campos
magnéticos pulsantes de 100 gauss més zeolita enriquecida con zin¢ y calcio al 0.5%
en peso, una pequefta cicatriz con un ligero cambio de pigmentacién (Fig. 20A y B,
respectivamente). En el mismo tiempo de tratamiento, en las heridas del grupo
control, se observd una cicatriz muy marcada con una pigmentacion de piel menor
respecto a la de una piel normal (Fig. 20C).

Es importante mencionar que todas las ratas presentaron una buena salud durante los
tiempos de experimentacion (15,30 y 45 dfas).
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Fig. 20 Muestra el cierre de la herida de las ratas tratadas con campos
magnéticos (A), con campos magnéticos mas zeolita (B) y del grupo
control (C) después de 45 dias de experimentacion.
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Discusidn

DISCUSION

En la segunda guerra mundial se presenté la necesidad de utilizar materiales para
ayudar a soldados y civiles que habian perdido un miembro o un tejido en forma
parcial o total [20]. Desde entonces s¢ han realizado numerosas investigaciones con
materiales, que son conocidos actualmente como biomateriales [20]. En el presente
trabajo se utilizé campos magnéticos pulsantes de 100 gauss y zeolita enriquecida
con zinc y calcio al 0.5% en peso, utilizando esta Gltima como biomaterial, ya que se
ha demostrado que al ser administrada a heridas de segunda intencion en piel, ésta
no causa ningiin efecto negativo ni rechazo en el organismo [24]..

Los resultados de este trabajo a los 15 dias de experimentacién en las heridas
tratadas con campos magnéticos pulsantes, con campos magnéticos pulsantes mas
zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso y en las heridas control,
mostraron que no hubo presencia de infeccién y que el edema y el eritema cuando se
presentaron fueron de forma leve, estos pardmetros evaluados también fueron
observados en otro trabajo [24], en el que se obtuvieron resultados similares.

Los resultados histologicos, demuestran que las heridas tratadas con campos
magnéticos pulsantes mas zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso,
presentaron una mayor neovascularizacion y reepitelizacion que las heridas control y
que las heridas tratadas solo con campos magnéticos pulsantes; estos resultados
concuerdan con los obtenidos en otros trabajos [30,24}, en donde se observg, que
cuando se someten tlceras crénicas de piel a campos magnéticos por un periodo de
tres meses, aumenta la angiogénesis y la sintesis de coldgena; y en heridas de
segunda intencién aumenta la reepitelizacién cuando se aplica sobre la herida zeolita
enriquecida con diferentes concentraciones de iones zinc y calcio [24].

Los resultados a los 30 dias de experimentacién en los tres grupos de estudio,
mostraron gue el eritema y el edema se presentaron de forma leve, estos pardmetros
también fueron evaluados en ofro trabajo [24], en el que se obtuvieron resultados
diferentes en el mismo intervalo de tiempo (30 dias), ya que se observo que el
edema que se presentd fue de tipo moderado. Una explicacion de los resultados
encontrados en este trabajo, se debe posiblemente a los campos magnéticos
utilizados, ya que se ha observado que cuando una célula esta dafiada, se produce
una despolarizacion de los tejidos, y como consecuencia, aumenta Ja entrada de
moléculas y agua a la célula debido a su permeabilidad, credndose de esta manera un
edema, el cual es eliminado al exponer ¢l tejido a un campo magnético mediante la
repolarizacion de las células dafiadas [46).
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Un aspecto sobresaliente observado en los resultados histoldgicos, fue la presencia
de foliculos pilosos y glandulas sebaceas en las heridas tratadas con campos
magnéticos pulsantes més zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso;
estos resultados también fueron observados por otro autor [24], en donde concluye
que el pelo aparece méas tempranamente en las heridas a las que se les administrd
zeolita enriguecida con zinc y calcio al 0.5% y al 1.1% en peso en comparacién con
las heridas que no recibieron ningin tratamiento. La diferencia encontrada de
foliculos pilosos y glindulas sebaceas en este trabajo se debe probablemente a la
zeolita, ya que su molécula contiene en sus cavidades iones zinc y calcio [23], los
cuales son removidos continuamente en el medio, en donde participan en muchos
eventos fisiologicos dermales. Ademds, se ha observado que el zinc promueve el
crecimiento de pelo [47], y que cuando hay deficiencia de zinc tanto en animales
como en humanos hay presencia de alopecia y dermatitis [14].

Otra diferencia notable en los resultados histoldgicos, fue la orientacién de las fibras
de coldgena, ya que presentaron un mejor arreglo las heridas tratadas con campos
magnéticos pulsantes mas zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso que
en los otros grupos de estudio. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
otros autores (29). Ademsds, se ha observado que los campos magnéticos en cultivos
de condroblastos aumentan la sintesis de DNA y de colagena [34].

Los resultados obtenidos a los 30 dias de tratamiento, mostraron también, que el dia
de cierre de la herida fue mas ripido en las heridas tratadas con campos magnéticos
pulsantes més zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso. Estos
resultados también han sido observados por otros autores [27,32], quiencs
encontraron que las heridas tratadas con campos magnéticos de 200 y 50 gauss
cerraron mas rapido que las heridas control. Cabe destacar aqui, que aunque s¢
hayan obtenido resultados semejantes en ese trabajo, el cierre de la herida fue mas
rapido en este trabajo que en el otro. Ademds, en ofro estudio se observaron

resultados semejantes[24).

Los resultados a los 45 dias de tratamiento, de las heridas tratadas con campos
magnéticos pulsantes mas zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso,
mostraron que ¢l proceso de cicatrizacién fue mejor en este grupo que en los otros,
ya que s¢ observd un mayor numero de foliculos pilosos y gléndulas sebiceas,
ademés, la formacién de la cicatriz fue de menor tamafio al compararla con los otros
grupos de estudio y el color de pigmentacion de la cicatriz fue parecida a {a de una
piel normal, Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otro trabajo [24], en
donde se observé que la administracién de zeolita enriquecida con zinc y calcio al
0.5% en peso en heridas, no dejé cicatriz ni diferencia en la coloracion de piel entre
la normal y la regenerada. Otra caracteristica notable asociada con la exposicion a
campos magnéticos, fue el dia de cierre, ya que cerraron en dias, hasta en un 21%
més rapido las heridas expuestas a campos magnéticos que fas heridas control. Estos
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resultados concuerdan con los obtenidos por ofros autores [27,32], quienes
encontraron que en las heridas expuestas a campos magnéticos, siempre fue mas
pequefia la herida durante los tiempos de experimentacion. Los resultados de este
trabajo probablemente se deben a la aplicacién conjunta de los campos magnéticos
pulsantes més zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso, ya que se ha
reportado que éstos intervienen en los procesos de regulacion, diferenciacién y
divisién celular [18,19, 31,32,33].

Estos resultados sugieren que Ia zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en
peso en combinacién con campos magnéticos pulsantes de 100 gauss influyen en la
cicatrizacién de heridas, acelerando el proceso y restableciendo la normalidad del
tejido Iesionado; y llevan a considerar estudios moleculares para intentar dilucidar
sus mecanismos de accién tanto de los campos magnéticos como de la zeolita,
principalmente el marcaje radiactivo de los iones zinc y calcio y de los receptores
que participan en la cicatrizacién de las heridas.
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CONCLUSIONES

Histol6gicamente las fibras de coligena en la capa dérmica se presentaron de una
manera homogénea, y los estratos epidérmicos tuvieron un buen reacomodo en
las heridas tratadas con campos magnéticos pulsantes de 100 gauss mds zeolita
enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso.

La aplicacién diaria de zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso en
presencia de campos magnéticos pulsantes de 100 gauss, en las heridas de
segunda intencidn, ayudan a mejorar el proceso de cicatrizacion, ya que aparecen
anexos cutdneos y el drea de Ia herida se ve de un color casi parecido al de una

piei normal.

La zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso en combinacién con
campos magnéticos pulsantes de 100 gauss acelera el proceso de cicatrizacién,
cerrando la herida en dias hasta en un 21 % més répido que el grupo control.

La aplicacién diaria de zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso, en
presencia de campos magnéticos pulsantes de 100 gauss, en heridas de segunda
intencién deja una cicatriz casi imperceptible en la piel, aspecto muy importante
en la cuestién estética del ser humano.

Por lo tanto, se puede decir que el proceso de cicatrizacién es mejor y més répido
con el tratamiento de zeolita enriquecida con zinc y calcio al 0.5% en peso, en
presencia de campos magnéticos pulsantes que en los otros grupos de estudio.
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APENDICE

Para estudiar los elementos constitutivos de los tejidos es necesario emplear una
serie de recursos précticos individuales, que unidos forman la técnica histoldgica.
En este trabajo los cortes obtenidos se tifieron con la técnica que se menciona abajo:

& Técnica de tineion Tricrémica de Gallego. Se empleo fundamentalmente para
tefiir fibras de coldgena, en este caso se tifieron de color azul verdoso, la
queratina y eritrocitos se tifieron de amarillo y los nitcleos de rojo violaceo; para
conseguir estos resultados se siguio el siguiente procedimiento:

- Las preparaciones se desparafinaron en xilol durante 6 minutos.

- Se hidrataron en alcoholes de concentracién descendente (100%, 96%, 70% y
50%) durante 3minutos en cada uno.

- Se lavaron con agua destilada.

- Setifieron con Fucsina fenicada de Zielh (acética) durante 5 minutos.

- Se lavaron con agua destilada hasta eliminar €] exceso de colorante.

- Se viraron con virofijador.

- Se lavaron con agua destilada.

- Se tifieron con picroindigocarmin durante 5 minutos.

- Se deshidrataron con alcoholes de 70%, 96%, 100% y 100%-Xilol durante 3
minutos en cada uno.

- Se aclararon con xilol durante 5 minutos.

- Se montaron con balsamo de Canadé y se dejaron secar.
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