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INTRODUCCION

Son muchos los estudios que apoyan el uso de oxigeno hiperbarico como
adyuvante en la cicatrizacién de heridas cronicas, en las que el oxigeno
hiperbarico ha demostrado mejorar la cicatrizacion, favoreciendo la
angiogénesis, mejorando la funcion leucocitaria y disminuyendo el edema, sin
embargo el mecanismo por el cual favorece la cicatrizacion no estd bien
entendido. En base a lo descrito en la literatura decidimos crear un modelo
experimental (conejo) en el cual reproducir una cicatriz patolégica. Se
incluyeron 15 conejos en dos grupos. El grupo control A incluy6 5 conejos, ya
que en ellos se utilizaron ambas orejas para realizar la cicatriz patoldgica. En el
grupo caso se incluyeron 10 conejos, utilizando en ellos s6lo la oreja derecha
para crear la herida patolégica y estos fueron sometidos a sesiones con
oxigeno hiperbérico. Las heridas se revisaron diariamente a través del aposito
para evaluar el progreso de la epitelizacion, cambios en la morfologia de la
cicatriz y signos de infeccién. Los conejos fueron sacrificados en el dia 30 del
periodo postoperatorio y se tomd la cicatriz quirdrgica con un 1 cm de tejido
sano circundante de las orejas para estudio histopatolégico y de
inmunohistoguimica. No logramos reproducir el modelo de cicatriz patoldgica
referida en la literatura. Sin embargo, en el proceso de cicatrizacion de
segunda intencién, al ser valorada las diferencias histoldgicas entre el grupo
control y el grupo tratado con terapia de oxigeno hiperbérico encontramos

diferencias interesantes.



RESUMEN

“Efecto del oxigeno hiperbérico en la prevencion de cicatriz patoldgica en
un modelo experimental.”

El oxigeno hiperbarico ha sido utilizado clinicamente por alrededor de tres
décadas. Diversos estudios apoyan su utilidad como adyuvante en cicatrizacion
de heridas cronicas, favoreciendo dicho proceso, sin embargo sus efectos en la
cicatrizacion patolégica han sido poco estudiados. Realizamos heridas de
espesor total en la cara ventral de las orejas de 15 conejos, estos fueron
divididos en 2 grupos : Grupo control (N=5) y grupo caso (N=10) siendo los de
este Ultimo grupo los tratados en la camara hiperbarica, a 1.5 atmdsferas
durante 60 minutos por 30 dias consecutivos y comparamos cambios
histolégicos. Evaluamos en cada caso: espesor de cicatriz en mm, formacion
de cartilago (presencia o ausencia), porcentaje de tejido de granulacion,
neovascularizaciéon (cantidad de vasos en 5 campos a 40x), porcentaje de
miofibroblastos asi como presencia de coldgeno. No logramos reproducir el
modelo de cicatriz patoldgica referida en la literatura, sin embargo, en el
proceso de cicatrizacién de segunda intencion, al ser valorada las diferencias
histolégicas entre el grupo control y el grupo tratado con terapia de oxigeno
hiperbérico, se observa una mejor evolucién en la maduracién de la cicatriz en

el grupo tratado.



ABSTRACT

“The effect of hyperbaric oxygen in the prevention of abnormal wound
healing in an animal model.”

Hyperbaric oxygen has been used clinically for 3 decades. Several studies
support its utility as an adyuvant in the treatment of chronic wounds, however its
effects on abnormal wound healing has been less studied. We produced full-
thickness wounds on the ventral area of the ears of 15 rabbits, and where
divided in two groups : Control grupo (N=5) and Case group (N=10), the latter
were treated with hyperbaric oxygen 100% at 1.5 atmospheres for 60 minutes
once daily for 30 consecutive days; and we compare the histological changes.
We evaluated in each case : thickness of the scar in mm, cartilage formation
(presence or absence), percentage of granulation tissue, neovascular growth
(quantity of vessels in 5 fields at 40x), percentage of myofibroblasts and
presence of collagen fibers. We were not able to reproduce the abnormal
wound healing model as referred on the literature, however, when we evaluated
the histological differences in both groups on the second intention wound
healing process, we did observed a better evolution on the maturation of the

scar on the group treated with hyperbaric oxygen.



ANTECEDENTES
La cicatrizaciobn es un proceso dinamico, interactivo que compromete
mediadores solubles, células sanguineas, matriz extracelular y células. La
cicatrizacion tiene tres fases :

1. Inflamatoria

2. Formacién de tejido o epitelizacion

3. Remodelacion.
Inflamacion
La lesion tisular causa una disrupcion de los vasos sanguineos, lo cual conlleva
a una extravasacion de los constituyentes sanguineos. El coagulo sanguineo
reestablece la homeostasis y provee una matriz extracelular provisional para la
migracion celular. La plaguetas no solamente facilitan la formacion de un tapon
hemostatico sino que también secretan mucho mediadores que intervienen en
el proceso de cicatrizacion tales como factor de crecimiento derivado de
plaquetas, que atrae y activa macrofago y fibroblastos. Sin embargo, en
ausencia de hemorragia, las plaguetas no son esenciales en la cicatrizacion.
Muchos mediadores vasoactivos y factores quimioticticos son generados por
los factores de coagulacion y el complemento; y por el parénquima lesionado o
activado. Estas sustancias reclutan leucocitos activados en el sitio de la lesion
(2).
Los neutrdfilos infiltrados limpian el area lesionada de particulas extrafias y
bacterias y son extraidos con la costra o fagocitados por macrofagos. En
respuesta a quimioatrayentes, tales como fragmentos de proteinas de la matriz
extracelular, factor de crecimiento transformante beta y proteina

quimioatrayente derivada de monolitos, los monocitos también infiltran el sitio



de la herida y se transforman en macréfagos activados que liberan factores de
crecimiento y factor de crecimiento endotelial, los cuales inician la formacién de
tejido de granulacion. Los macrofagos se unen a proteinas especificas de la
matriz extracelular por sus receptores, esta accion estimula la fagocitosis de los
microorganismos y fragmentos de matriz extracelular por los macréfagos.

La adhesion de la matriz extracelular también estimula a los monocitos para
desarrollar metamorfosis de los mismos en macrofagos inflamatorios o
reparadores (1,2). La adhesién induce también a los monocitos y macréfagos a
expresar factor estimulante de colonias 1, una citocina necesaria para la
sobrevida de estas células; factor de necrosis tumoral alfa, una citocina
inflamatoria potente; y factor de crecimiento derivado de plaguetas, un
quimioatrayente potente y mitdgeno para los fibroblastos. Otras citocinas
importantes expresadas por monocitos y macrofagos son el factor de
crecimiento transformante alfa, interleucina — 1 y factor insulina-like 1. Los
factores de crecimiento derivados de monocitos y macréfagos son necesarios
para la iniciaciéon y propagacion de la formacion del nuevo tejido. Por lo anterior
los macréfagos parecen tener un papel importante entre la inflamacion y la

reparacion (3).

Epitelizacion

La reepitelizacion de las heridas comienza apenas unas horas posterior a la
lesion. Las células epidérmicas de los foliculos pilosos, rapidamente remueven
el coagulo y estroma lesionado de la herida. Al mismo tiempo, las células llegan
a ser marcadas con alteraciones fenotipicas que incluyen retraccion de

tonofilamentos intracelulares; la disolucién de la mayoria de los desmosomas



intercelulares, los cuales proveen conexiones fisicas entre las células; y
formacién de filamentos de actina periférica citoplasmética, lo cual permite el
movimiento celular. Ademas, las células epidérmicas y dérmicas pequefias se
adhieren una a la otra, debido a la disolucion de enlaces de los
hemidesmosomas entre la epidermis y la membrana basal, lo cual permite el
movimiento lateral de las células epidérmicas. La expresion de los receptores
de integrinas sobre las células epidérmicas les permite interactuar con una
variedad de proteinas de matriz extracelular (fibronectina y vitronectina) que
son entremezcladas con colagena estromal tipo | en el margen de la herida y
entretejidas con el coagulo de fibrina en el espacio de la herida (3,4). La
migracion de las células epidérmicas diseca la herida, separando la costra
desecada del tejido viable. La via de diseccion parece ser determinado por la
variedad de integrinas que la migracion de células epidérmicas expresan sobre
sus membranas celulares. La degradacion de la matriz extracelular, lo cual es
requerido si las células epidérmicas migran entre la dermis colagenasa y la
costra de fibrina, depende de la produccién de colagenasa por la células
epidérmicas, también la activacion de plasmita mediante el activador del
plasminégeno producto de las células epidérmicas. El activador del
plasminégeno también activa la colagenasa (matriz de metaloproteinasa 1) y
por lo tanto facilita la degradacién de colagena y las proteinas de la matriz
extracelular.

De uno a dos dias después de la lesion, las células epidérmicas del margen de
la herida comienzan a proliferar por detras de las células que migraron
activamente. El estimulo para la migracion y proliferacion de las células

epidérmicas durante la reepitelizacién no ha sido determinado, pero existen



muchas posibilidades. La ausencia de células vecinas en el margen de la
herida (el efecto del borde libre) puede sefialar ambas vias de migracion o
proliferacion de las células epidérmicas. La liberacion local de factores de
crecimiento y el incremento en la expresion de los receptores de los factores de
crecimiento también estimulan estos procesos, estos incluyen el factor de

crecimiento epidérmico de queratinocitos.

Formacion de tejido de granulacion

El estroma nuevo, a menudo llamado tejido de granulacion comienza a invadir
el espacio de la herida aproximadamente 4 dias después de la lesién. Muchos
capilares nuevos crecen en el nuevo estroma con apariencia granular,
macrofagos, fibroblastos y vasos sanguineos crecen en el espacio de la herida
al mismo tiempo. Los macrofagos proveen una fuente continua de factores de
crecimiento necesarios para estimular fibroplasia y angiogénesis; los
fibroblastos producen una nueva matriz extracelular necesaria para el
crecimiento celular en el interior; los vasos sanguineos llevan oxigeno y los
nutrientes necesarios para el metabolismo.

Los factores de crecimiento, especialmente el factor derivado de plaquetas y el
factor transformante beta 1, junto con las moléculas de la matriz extracelular,
presumiblemente estimulan a los fibroblastos del tejido aledafio a la herida para
proliferar, expresan apropiadamente receptores de integrinas y migran dentro
del espacio de la herida (7). Ademas, el factor derivado de plaquetas acelera la
cicatrizacion de las Ulceras de presion y Ulceras diabéticas, el factor de
crecimiento fibroblastico basico ha sido usado con éxito para tratar Ulceras de

presion cronica. Las moléculas estructurales de recién formacién en la matriz



extracelular, llamada matriz provisional, contribuye a la formacién de tejido de
granulacién al proveer andamios o conducen al migracion celular. Estas
moléculas incluyen fibrina, fibronectina y acido hialurénico. De hecho, la
apariencia de fibronectina y los receptores de integrinas que unidos a la
fibronectina, fibrina 0 ambos sobre los fibroblastos parece ser limitado en la
formacién de tejido de granulacion. Los fibroblastos son responsables de la
sintesis, depdsito y remodelacion de la matriz extracelular. Al contrario, la
matriz extracelular puede tener un efecto positivo o negativo en la capacidad de
los fibroblastos a sintetizar, depositar, remodelar y generalmente interactia con
la matriz extracelular (8).

El movimiento celular en el coagulo sanguineo de los enlaces de fibrina 6 en
union estrecha con la matriz extracelular puede requerir un sistema proteolitico
activo que puede ser la clave en la migracion celular. Una variedad de enzimas
derivadas de fibroblastos, ademas de plasmita sérica, son potenciales
candidatos para esta tarea, incluyendo activador del plasmindgeno,
colagenasa, gelatinasa A y estromelisina.

Después de la migracion en las heridas, los fibroblastos comienzan la sintesis
de matriz extracelular. La matriz provisional es reemplazada gradualmente con
matriz colagenosa, como resultado de la accion del factor transformante beta 1.
Una vez que una abundante matriz de colagena ha sido depositada en la
herida, los fibroblastos detienen la produccion de colagena, y el tejido de
granulacion enriquecido por lo fibroblastos es reemplazado por una costra
relativamente acelular. Las células en la herida desarrollan apoptosis por

sefales desconocidas.



Neovascularizacion

La formacién de vasos sanguineos nuevos es necesaria para sostener el nuevo
tejido de granulacion. La angiogénesis es un proceso complejo que favorece la
formacién de una matriz extracelular en el lecho de la herida asi como la
migracion y estimulacion mitética de las células endoteliales.

La induccion de angiogénesis fue inicialmente atribuida al factor de crecimiento
derivado de los fibroblastos acidico 6 basico. Subsecuentemente, muchas otras
moléculas han sido encontradas en la actividad angiogénica, incluyendo factor
de crecimiento endotelial vascular, factor transformante beta, angiogenina,
angiotropina, angiopoyetina 1 y trombospindina. La baja tensién de oxigeno y
niveles elevados de &cido lactico pueden también estimular angiogénesis.
Muchas de las moléculas mencionadas anteriormente parecen inducir
angiogénesis por estimulacion del factor de crecimiento derivado de
fibroblastos basico y factor de crecimiento endotelial vascular. El factor bésico
de crecimiento fibroblastico puede controlar el proceso de angiogénesis
durante los primeros tres dias de la reparacion de la herida, mientras que el
factor de crecimiento endotelial vascular es critico para la angiogénesis durante
la formacion de tejido de granulacion de los dias 4 al 7 (12).

Ademas de los factores angiogénicos, se requiere de una adecuada matriz
extracelular y receptores endoteliales para la matriz provisional necesaria para la
angiogénesis. Las células endoteliales microvasculares proliferantes adyacentes
a y dentro de las heridas depositan grandes cantidades de fibronectina en las

paredes de los vasos. Debido a que la angiogénesis parece requerir de la



expresion de receptores de fibronectina funcional por las células endoteliales, la
fibronectina perivascular puede actuar como un conductor para el movimiento de
las células endoteliales dentro de la herida. La expresion de proteasas y su
actividad son también necesarias para la angiogénesis. La serie de eventos que
producen angiogénesis pueden ser lesiones que causan destruccion del tejido e
hipoxia. Los factores angiogénicos tales como factor de crecimiento derivado de
fibroblastos &cido y bésico son inmediatamente liberados por macrofagos
después de la disrupcion celular, y la produccion de factor de crecimiento
endotelial vascular por células epidérmicas son estimuladas por hipoxia (12). Las
enzimas proteoliticas liberadas en el tejido conectivo degradan las proteinas de
la matriz extracelular. Los fragmentos de estas proteinas reclutan monocitos de
sangre periférica en el sitio lesionado, donde llegan a ser macréfagos activados
y liberan factores angiogénicos. Ciertos tipos de factores angiogénicos derivados
de macrofagos, tales como el factor de crecimiento fibroblastico, estimulan a las
células endoteliales para liberar activador del plasminégeno y procolagenasa. El
activador del plasmin6geno convierte el plasminbgeno en plasmita y
procolagenasa a colagenasa activa y en conjunto estas dos proteasas digieren
las membranas basales. La fragmentacién de la membrana basal permite a las
células endoteliales estimuladas por los factores angiogénicos migrar y formar
nuevos vasos sanguineos en el sitio lesionado. Una vez que la herida es
cubierta por tejido de granulacion, la angiogénesis cesa y muchos de los nuevos
vasos sanguineos se desintegran como resultado de la apoptosis. Esta muerte
celular programada probablemente esta regulada por una variedad de moléculas
matriz, tales como trombospondinas 1 y 2, factores antiangiogénicos tales como

angiostatina, endostatina y angiopoyetina 2.



Contraccion de la herida y reorganizacion de la matriz extracelular

La contraccion de la herida comprende una interaccién compleja y orquestada
de células, matriz extracelular y citocinas. Durante la segunda semana de la
cicatrizacion, los fibroblastos asumen un fenotipo miofibroblastico caracterizado
por timulos grandes de actina y microfilamentos dispuestos a lo largo del
citoplasma de la membrana plasmatica de las células y por las uniones célula-
célula (11). La apariencia de los miofibroblastos corresponde al inicio del tejido
conectivo compactado a la contraccion de la herida. La contraccion
probablemente requiere de la estimulacion por el factor transformante beta 1 o
beta 2, y factor de crecimiento derivado de plaquetas, uniendo a los fibroblastos
a la matriz de coldgena a través de receptores integrinas y uniones entre
puentes de coldgena individuales.

La remodelacion de la coldgena durante la transicion del tejido de granulacion a
la costra, depende de la sintesis continua y catabolismo de coldgena en un
bajo porcentaje. La degradacion de colagena en la herida esta controlada por
muchas enzimas proteoliticas llamadas metaloproteinasas, las cuales son
secretadas por macrofagos, células epidérmicas y endoteliales asi como
fibroblastos (13). Las diferentes fases de la cicatrizacion son realmente una
combinacion de metaloproteinas e inhibidores de tejido de las mismas. Las
heridas ganan en promedio 20% de su fuerza final en las primeras tres
semanas, durante las cuales la colagena fibrilar ha acumulado relativamente
rapido y ha sido remodelado por la contraccién del a herida. Por lo tanto, el
porcentaje de ganancia de la fuerza tensil es lenta, reflejando un mucho menor

porcentaje de acumulo de coldgena y mas importante remodelacion de



colagena con la formacién de grandes cantidades de uniones y un incremento
en el numero de enlaces intermoleculares. Por lo tanto, las heridas nunca
tendran la misma fuerza tensil, la fuerza maxima de la cicatriz es solamente del
70% de la fuerza de la piel normal.

El nivel de la angiogénesis o flujo sanguineo en una cicatriz en formacion
influird en el tipo de la cicatrizacion final. Un aumento en la angiogénesis
producird un incremento en la sintesis y deposito de coldgena dando lugar a
los tipos de cicatrizacion patolégica : hipertréfica y queloide (14). Actualmente
la cicatriz patolégica se presenta en el 4-16% de los pacientes sometidos a
cirugia, provocando deformidad estética y morbilidad asociada con prurito y
dolor, requiriendo un manejo combinado para evitar recidiva, hasta las fecha
los tratamientos descritos incluyen :

1. Cirugia

2. Radiacién

3. Presion

4. Laminas de gel de silicon

5. Laser

6. Esteroides

7. Crioterapia

8. Interferon

9. Otros (5-FU, verapamilo, putrescina, &cido retinoico, colchicina, talidomida,

metrotexate, etc.)



Oxigeno hiperbérico y cicatrizacion.

Son muchos los estudios que apoyan el uso de oxigeno hiperbarico como
adyuvante en la cicatrizacion de heridas cronicas, la cual estd basada en
experiencias anecdoéticas y mas recientemente apoyada por hallazgos clinicos
y de laboratorio de heridas irradiadas, en las que el oxigeno hiperbarico ha
demostrado mejorar la cicatrizacion, favoreciendo la angiogénesis, mejorando
la funcion leucocitaria y disminuyendo el edema, sin embargo el mecanismo
por el cual favorece la cicatrizacién no esté bien entendido.

Otras series clinicas (5) también han abogado por su uso en Ulceras cronicas
de miembros inferiores con patologia diabética o venosa. Recientemente se
publico un articulo que estudia el efecto del oxigeno hiperbéarico en células de
piel normal y cultivada en donde se encontré un efecto estimulante sobre los
fibroblastos a presiones menores de 2.5 atmosferas, asi como en la produccion
de colagena, sin embargo la calidad de la colagena y el tipo de la misma no fue
estudiada (16).

Los efectos del oxigeno hiperbérico en la cicatrizaciébn andmala y factores de
crecimiento y citocina pro inflamatorias no han sido estudiados.

En base a nuestros antecedentes se planted la siguiente pregunta de
investigacion ¢ se previene la formacion de cicatriz patoldgica con el uso de

oxigeno hiperbarico en el modelo experimental de conejo?



HIPOTESIS

Si la hipoxia es un factor condicionante de cicatriz patologica y el oxigeno
hiperbarico ha mostrado efectos benéficos en la cicatrizacion, entonces el uso
de oxigeno hiperbéarico prevendra la formacion de cicatrices anormales en el

modelo experimental.

OBJETIVOS

Se determiné el efecto macroscoépico del oxigeno hiperbérico sobre la cicatriz
patologica en el modelo de conejo.

Se determinaron los cambios histolégicos causados por la exposicion a
oxigeno hiperbarico en el modelo de conejo.

Se determind la cantidad y tipo de colagena en los dos grupos de estudio.

JUSTIFICACION

La formacion de cicatrices queloides después de un trauma, es un problema
significativo, particularmente en poblacion de piel obscura, en los cuales la
incidencia de cicatrices queloides se ha estimado entre 4 y 16% dependiendo
la serie. Los fibroblastos son las células responsables para el depdsito de
colagena, que es necesaria para la reparacion del tejido dafiado, esta es la
proteina més importante en el reino animal., calculada en el 30% del total de
las proteinas en el cuerpo humano (15). En tejidos normales, la coldgena
provee la fuerza, integridad y estructura. Cuando existe un depdsito excesivo
de la misma, en el sitio de la herida, la estructura anatomica normal se pierde,
comprometiendo la funcién y ocurriendo la fibrosis, lo cual conlleva a la

cicatrizacion anormal (14). Las cicatrices queloides son agresivas localmente y



en contraste con las cicatrices hipertroficas, porque invaden piel sana. A
menudo tienen recurrencia a pesar de un tratamiento multimodal y pueden
persistir por muchos afios, lo cual genera gastos médicos altos, pérdidas
laborales por ausentismo y pueden generar en los pacientes trastornos
emocionales por implicaciones estéticas.

Las cicatrices queloides comienzan a desarrollarse posterior a eventos
comprometidos en la reparacion de tejido sano. En donde esta secuencia de
reparacion normal llega a estar alterada y comprometa la fase proliferativa de la
cicatrizacion.

Los fibroblastos de cicatrices queloides muestran, una respuesta mayor al uso
de factores de crecimiento in Vitro y una baja respuesta a los mediadores que
inhiben a los fibroblastos de piel sana. Pero a pesar de estas caracteristicas de
crecimiento anormal, los mecanismos de queloidogénesis contindan siendo
desconocidos.

Por otro lado, son muchos los estudios que apoyan el efecto benéfico del
oxigeno hiperbarico en la cicatrizacion de Ulceras crénicas, infectadas y dificiles
de cicatrizar, sin embargo los efectos del mismo sobre la cicatrizacion anormal
no han sido estudiados.

Entender cuales son los principios biolégicos de la produccion de la
cicatrizacion anormal y el efecto del oxigeno hiperbéarico sobre la misma, podra

transmitirse y redundar en nuevas estrategias de tratamiento.



MATERIAL Y METODOS
Tipo de estudio

Estudio experimental, ciego.

Ubicacién temporal y espacial

Prospectivo y transversal.

Criterios de seleccion de la muestra

Criterios de Inclusion

Se incluirdn conejos sanos de raza Nueva Zelanda, machos, libres de
ectoparasitos, con peso entre 2,500 y 3,500 gramos, con edades entre 9 y 12

meses, mantenidos en condiciones controladas en Bioterio.

Criterios de exclusion

Conejos que fallezcan por complicaciones anestésicas o por causas ajenas al
estudio.

Conejos que no cumplan el seguimiento por causas demostrables ajenas al

estudio.

Definicidon de Variables
Independientes
Tratamiento con oxigeno hiperbérico y sin oxigeno hiperbérico.

Infeccion.



Dependientes

Tipo de cicatrizacion : Patologica 6 no patolégica a nivel macroscopico.
Pardmetros histologicos : Epitelio, espesor de la cicatriz, formacion de
cartilago, tejido de granulacién, neoformacién vascular, miofibroblastos y

colageno.

Tamafio de la muestra

Se incluyeron 15 conejos en dos grupos. El grupo control incluyd 5 conejos, ya
que en ellos se utilizaron ambas orejas para realizar la cicatriz patolégica. En el
grupo caso se incluyeron 10 conejos, utilizando en ellos sélo la oreja derecha

para crear la herida patoldgica.

Consideraciones éticas

“Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el
Reglamento de la ley General de Salud en Materia de Investigacion para la
Salud”. El protocolo fue aprobado por el comité de ética del Hospital General

“Dr. Manuel Gea Gonzélez".

PROCEDIMIENTO

Los animales se mantuvieron en condiciones controladas de ventilacion y
temperatura, por lo menos 7 dias antes de la cirugia. Se alimentaron con
alimento para conejo (Laboratory Rabbit Diet) y agua ad limitum. El ciclo dia-

noche se mantuvo constante, con 12 horas de suefio y 12 horas de vigilia.



Cada animal se mantuvo en una jaula individual. Fueron desparasitados con

200-400 microgramos/kg de Ivermectina (lvomec) por via subcutanea (Fig. 1).

| g R

Fig.l. 15 Conejos raza Nueva Zelanda. Dividos en dos grupos.

Previo a la cirugia los animales fueron sedados con 5mg/kg de xilacina
(Rompum)via IM, pesados y canalizados en la oreja. (fig. 2). La anestesia se
realiz6 con ketamina (20mg/kg IM), diazepam (1.5mg/kg. IV) y flunixin
meglubina (1.1 mg/kg. 1V) (Fig. 3). Se administré una dosis profilactica (15-20
mg/kg) de cefalotina por via IV. Se realiz6 tricotomia de la oreja con rasuradora
eléctrica. Se aplico solucion isodine espuma en el area quirdrgica y se cubrid
con campos estériles. Durante la cirugia se monitorizaron la frecuencia
cardiaca, la frecuencia respiratoria y los reflejos pupilares y se aportdé oxigeno
suplementario (3L/min) con catéter nasal. La alimentacion se reinicio el dia

siguiente a la cirugia.



Fig. 2. Fueron canalizados en la oreja. Fig.3. La anestesia se realiz6 con
Ketamina y diazepam. Monitoreo de
frecuencia cardiaca, respiratoria 'y

reflejos pupilares.

Produccion de la cicatriz patolégica

Se realiz6 una herida de espesor total en la piel de 1 cm (transversal) por 3 cm
(longitudinal) en la cara ventral de ambas orejas en el grupo A y en la oreja
derecha en el grupo B. La herida orientada en su longitud con el eje mayor de
la oreja. Se cubrié con apédsito semipermeable transparente (Tegaderm 3M).

No se aplicaron medicamentos topicos (Fig. 4 y 5).



Fig. 4. Herida de espesor total en la cara ventral de la oreja.

Fig. 5. Coberturade la herida con Tegaderm o con Steri-strips.



Administracion de oxigeno hiperbarico

El grupo B fué sometido a terapia con oxigeno hiperbarico a 1.5 atmdsferas,
100% de oxigeno, durante 60 minutos diarios por 30 dias. Se utiliz6 la cAmara
de oxigeno hiperbéarico (Lab Med) disponible en el departamento de Biologia

Molecular del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”

Seguimiento

Las heridas se revisaron diariamente a través del apdésito para evaluar el
progreso de la epitelizacion, cambios en la morfologia de la cicatriz y signos de
infecciébn. Los conejos fueron sacrificados en el dia 30 del periodo
postoperatorio, siendo el conejo sedado con la aplicacion IM de xilacina
(5mg/kg), posteriormente fue anestesiado con pentobarbital sodico (30 mg/kg
IV) y finalmente se aplicaron 10 mEq de cloruro de potasio IV. Se tomo la
cicatriz quirdrgica con un 1 cm de tejido sano circundante de las orejas para

estudio histopatolégico y de inmunohistoquimica.

Evaluacion de caracteristicas macroscopicas
Las caracteristicas macroscopicas fueron evaluadas por el investigador
principal (JLO) y por el colaborador (JLRP) tomando en cuenta tamafio y

coloracion.

Examen histopatolégico
Una vez obtenidos los especimenes se fijaron con solucién de formaldehido al
4% con ph neutro, se deshidrataron e incluyeron en parafina realizando cortes

de 4 micras en la porcion de mayor grosor de la cicatriz en continuidad con los



bordes no lesionados, se realizaron tinciones con hematoxilina y eosina.
Fueron analizados por un patdlogo (MLSR) y el investigador principal (JLO)
previamente calibrados evaluando las caracteristicas histopatolégicas de cada
caso: epitelio, espesor de cicatriz en mm, formacién de cartilago (presencia o
ausencia), porcentaje de tejido de granulacion, neovascularizacién (cantidad de
vasos en 5 campos a 40x), porcentaje de miofibroblastos asi como presencia
de colageno.

Las reacciones de inmunohistoquimica correspondientes a colagenasa |,
colagenasa lll y CD34 (MRV) fueron evaluadas por el patolégo (MLSR) y el
investigador principal (JLO) considerando al expresion en las fibras de

colagena para colagenasa | y lll y para CD34 en el componente vascular.



RESULTADOS

Evaluacion macroscépica

En ambos grupos se llevo un seguimiento diario de las heridas, observandose
en todos los casos la misma evolucién, proceso cicatrizal con formacién de
costra. En tres casos correspondientes al grupo B en los Ultimos tres dias se
observé la presencia de ulceracion, variando en sus dimensiones como posible
consecuencia del rascado del conejo. En ningln caso hubo datos clinicos de
infeccion. En tres casos del grupo A se observaba un ligero aumento de

volumen del area quirlrgica.

Evaluacion histopatolégicacon Hy E

La valoracion de la formacién de cicatriz patolégica no fue posible debido a que
en todos los casos de ambos grupos no se formo, a pesar de realizar el modelo
como lo marca la literatura. Sin embargo se realizo la valoracion de los

parametros histologicos definidos previamente (Fig. 6).

Figura 6. Tejido normal de la oreja del conejo, corte sagital . Presencia de epitelio simple
gueratinizado, anexos cutaneos Yy cartilago.



De nuestro grupo A se tomaron ambas orejas para un total de 10 muestras y
del grupo B solo se tomo la oreja derecha de diez conejos quedando el mismo
namero de muestra en ambos grupos. Los resultados del analisis histologico en
H&E, se presentan en la Tabla 1.

Con respecto al del epitelio se puede observar, que en la mayoria de los casos
tanto de grupo A como B, se observa un epitelio escamoso estratificado
gueratinizado (Fig. 7), en tres de los casos del grupo A encontramos
hiperplasia epitelial (Fig. 8), la cual solo se presento en un caso del B, sin
embargo en el grupo B se observaron tres casos donde habia ulceracion,

posiblemente causada

Figura 7. Epitelio escamoso estratificado Figura 8. Hiperplasia epitelial.
gueratinizado.

por el mismo conejo (Fig. 9). El mayor espesor de la cicatriz en el grupo A fue
de 20 mm y el menor de 0.5mm, mientras que en el grupo B en los casos que
se observo ulceracion no fue posible medir el espesor de la cicatriz, de los

restantes el mayor espesor fue de 0.7 mm y el menor de 0.3 mm.



Figura 9. Ulcera, con presencia de importante infiltrado inflamatorio agudo y tejido de

granulacion.

En el grupo A en nueve de los 10 casos se observo en la zona correspondiente

a la cicatriz, formacién de cartilago y en dos casos metaplasia 6sea en la

misma area (Fig. 10y 11).
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Figura 10. Formacion de cartilago.

Figura 11. Metaplasia 6sea.



Con respecto al grupo B, en el acto quirtrgico para crear la cicatriz patologica,
al levantar el tejido incidentalmente se abarco parte de cartilago auricular, por
lo cual

al momento de la valoracién histolégica se observo ausencia de este (Fig. 12) ,
sin embargo en la mayoria de los casos se observo la formacién de cartilago
en un 80%, solo en un caso la formacion de cartilago fue minima en los

extremos de la lesion.

Figura 12. Ausencia de cartilago

En relacion a la presencia del tejido de granulacién tanto en el grupo A como el
grupo B los porcentajes fueron muy variados, observdndose los mayores
porcentajes en el grupo B debido a los casos donde se presentaron las zonas
de ulceracion y al mismo tiempo los de menor porcentaje de cero a cinco en los

que presentaron una cicatrizacion normal. (Fig. 13).



Figura 13. Tejido de granulacion.

Se contaron los vasos en neoformacion con la reaccion de inmunohistoquimica
correspondiente a CD34, valordndose cinco campos a 40X, tanto en el grupo A
como el grupo B, la cantidad de vasos fue muy variable, en dos casos la
valoracion no fue posible porque se desprendid el tejido (uno de cada grupo).
Sin embargo en el grupo A el minimo de vasos contados fue de 29, mientras

gue en el grupo B, tres casos estuvieron por debajo de esta cifra (Fig. 14).

Figura 14. Inmunohistoquimica de vasos sanguineos. Neoformacion.



La valoracion de la presencia de miofibroblastos es muy similar en ambos
grupos donde el porcentaje observado era igual o mayor al 60%. Esto es de
esperarse porque la fase de cicatriz observada era temprana.

La presencia de colageno inmaduro en la mitad de los casos del grupo A fue
mayor al 70% de colageno inmaduro, solo en un caso se observo en un 20% la

presencia de colageno maduro (Fig. 15).

Figura 15. Colageno inmaduro.

En el grupo B la presencia de coldgeno maduro fue mas frecuente (cuatro
casos) y en la mayoria de los casos la presencia de colageno inmaduro fue en
menor porcentaje.

Dentro de otras observaciones dos casos del grupo A y tres del grupo B

presentaron reaccién a cuerpo extrafo (Fig. 16).



Figura 16. Reaccion a cuerpo extrafo.

Tabla 1. Caracteristicas histoldgicas y de inmunohistoquimica del grupo Ay grupo B

PHXx E EC FC TG NV M Cl/CM
Mm (%) (%) (%)

A B A B A B A B A B A B A B
1 EEQ U (0.5) 0.7 | - Si Si 60 90 33 35 60 90 40/0 10/0
2 EEQ EEQ 0.6 0.6 Si Si 50 38 20 65 80 40/0 90/10
3 EEQ EEQ 0.5 0.4 Si Si 20 29 10 60 60 80/0 30/70
4 EEQ EEQ* 0.7 0.5 Si Si 20 25 32 35 65 80 80/0 60/40
5 EEQ* EEQ 0.8 0.7 Si Si 5 20 NV 35 80 90 95/0 50/0
6 HE EEQ 20 0.3 Si Si 75 0 31 10 60 60 20/0 30/70
7 EEQ* HE* 0.6 0.5 Si Si 0 80 40 NV 60 80 80/20 30/0
8 EEQ U (0.8)* 10 | - Si No 70 90 45 50 80 60 30/0 10/0
9 HE U (40) 0.8 | - Si Si 20 90 60 50 80 60 30/0 5/0
10 HE EEQ 20 0.5 Si Si 15 40 30 30 80 80 70/0 5/0

PHx (parametros histolégicos), A (control), B (problema), Epitelio (EEQ escamoso
estratificado queratinizado, HE Hiperplasia epitelial, U ulcera) EC (Espesor de cicatriz),
FC (Formacién de cartilago), TG (Tejido de granulacidn), NV (neoformacion vascular), M
(Miofibroblastos), C (colageno inmaduro), * Reaccién a cuerpo extrafio.

DISCUSION

En un trabajo realizado por Jeffrey M. Davidson en el 2001 (16) se describe el

procedimiento para la formacion a nivel quirtrgico de cicatriz patolégica como

modelo de estudio en conejos. Este modelo fue incluido para nuestro estudio

por cumplir con los objetivos que nos planteamos para este. Efectuando todos

los pasos sefialados, se llevo a cabo el procedimiento, sin embargo, en nuestra




evaluacion histolégica no se observaron los parametros histopatolégicos para
una cicatriz patolégica. Por lo tanto, a pesar de estar reportado en la literatura
como un modelo adecuado para este fin, nosotros no logramos obtener los
resultados esperados.

El proceso cicatrizal comprende varias fases directamente relacionadas con el
tamafio de la pérdida de tejido y otros factores como los procesos infecciosos.
En la cicatrizacion de segunda intencién las fases varian en tiempos siendo
mas frecuente encontrar cambios simultdneos de la evolucion de una cicatriz.
En nuestro estudio tanto en los casos tratados con oxigeno hiperbarico como
en los no tratados se observaron las diferentes fases (18).

La epidermis que cubre las orejas de los conejos se conforma por un epitelio
simple queratinizado basicamente, en este estudio la epitelizacion de la herida
quirdrgica en el mayor porcentaje de los casos en ambos grupos se conformo
de un epitelio escamoso estratificado queratinizado, que cubria el defecto, esto
forma parte de el restablecimiento donde este tipo de epitelio presenta una
mayor proteccion evolucionando como fase final para recuperar el grosor
habitual (17). Comparando ambos grupos no se observan diferencias en la
epitelizacion de la herida con respecto a la aplicacion de la terapia con el
oxigeno hiperbérico.

El rascado del animal en la zona de la herida posiblemente se deba a
diferentes causas, una podria ser como un reflejo ocasionado por el estrés al
que fue sometido el animal en la camara hiperbéarica. Otra segunda opcion
puede deberse a la presencia de células inflamatorias, especificamente células
cebadas, que liberan histamina la cual provoca prurito. Sin embargo esto debe

ser mejor sustentado con otro tipo de estudios para su valoracion.



La curacién de una herida consiste en proporciones variables de procesos
distintos como la regeneracion, el depoésito de tejido fibroso y formacion de
cicatriz.

La curacién con formacion de cicatriz se produce cuando la trama de matriz
extracelular se encuentra dafiada provocando alteraciones en la arquitectura
tisular (17).

En la curacion de las heridas cutaneas, la sintesis de colageno por los
fibroblastos comienza entre los tres y cinco dias después de la lesion, y
continla durante varias semanas dependiendo del tamafio de la herida. La
acumulacion neta de colageno no depende Unicamente del incremento de la
sintesis de colageno si no también del descenso de su degradacion. La trama
de tejido de granulacion se convierte en una cicatriz compuesta por fibroblastos
fusiformes, coladgeno denso, fragmentos de tejido eléstico y otros componentes
de la matriz extracelular. Al madurar la cicatriz, continta la regresion vascular,
transformando, finalmente, el tejido de granulacion ricamente vascularizado en
una cicatriz palida y avascular (18). Nosotros observamos en ambos grupos
que el proceso cicatrizal era inmaduro, debido a la presencia de tejido de
granulacion, abundantes miofibroblastos, neoformaciéon vascular y colageno
inmaduro. Sin embargo el grupo sometido a la terapia con oxigeno hiperbarico
mostro ligeras diferencias en cuanto al espesor de la cicatriz que fue menor en
el mayor porcentaje de los casos. Con respecto al tejido de granulacion
presente aunque la diferencia no es muy evidente si se observa menor
porcentaje en el grupo tratado. A pesar de que no se realizo tincién de

histoquimica para valorar la presencia de coldgeno maduro, por morfologia



encontramos mayor porcentaje de casos que presentaban ya esta maduracion
de la colagena en el grupo sometido a la terapia con oxigeno hiperbarico.

En la angiogénesis originada a partir de los vasos locales preexistentes, el
VEGF estimula tanto la proliferacion como la movilidad de las células
endoteliales, iniciando asi el brote de los nuevos capilares. La proliferacion de
células endoteliales, su diferenciacion y migracion también pueden verse
potenciadas por el FGF-2. En este trabajo la presencia de nuevos vasos
valorada en cinco campos en ambos grupos las diferencias fueron minimas,
pero si se observa una disminucién de estos vasos por la maduraciéon de la

cicatriz en el grupo tratado.



CONCLUSIONES

No se logré reproducir el modelo de cicatriz patologica referida en la literatura.
Sin embargo, en el proceso de cicatrizacidbn de segunda intencion, al ser
valorada las diferencias histoldgicas entre el grupo control y el grupo tratado
con terapia de oxigeno hiperbarico, se observa una mejor evolucion en la

maduracion de la cicatriz en el grupo tratado.

PERSPECTIVAS
e Ampliar la valoracion de la intervencion del oxigeno hiperbérico en
diferentes fases de la cicatrizacion a nivel molecular.
o La falta de literatura sobre el papel que juega el oxigeno hiperbérico en
la cicatrizacion de segunda intencién no relacionada especificamente a
Ulceras da la pauta para crear una linea de investigacion en este campo.

e Crear un modelo experimental reproducible para crear cicatriz

patolégica.
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GLOSARIO

Herida : Traumatismo de cualquiera de los tejidos del cuerpo, en especial el
causado por medio fisicos y con interrupcion de su continuidad.

Cierre primario : Se produce cuando la herida se cierra dentro de las primeras
horas tras su creacion. Los bordes de la herida son aproximados directamente.

Cierre secundario : El cierre secundario de una herida de espesor total se
produce por contraccion y epitelizacion. La herida disminuye de tamafio por la
contraccion producida por los miofibroblastos.

Cierre primario retardado o terciario : Los bordes de la herida son
aproximados varios dias después del traumatismo, una vez solventado el
riesgo de infeccion de la herida.

Cicatrizacion : Proceso reparativo complejo que conduce a la regeneracion del
epitelio y el reemplazo de la dermis por un tejido fibroso constituido por
colageno con caracteristicas diferentes al normal.

Cicatrizacion patoldgica : Incluyen las calcificadas; las que tras continuos
intentos de cicatrizacion con solo epitelio degeneran en carcinoma epidermoide
(Ulcera de Marjolin); las hipertroficas y las queloideas.

Cicatriz hipertrofica : Cicatriz elevada, eritematosa y que puede originar
prurito o dolor. Esta limitada a la zona original del trauma.

Cicatriz queloide : Cicatriz elevada, eritematosa y pruriginosa, pero que se
extiende a la piel sana mas alla de la zona del trauma.

Cémara hiperbarica : es un recipiente construido de placa acero generalmente
de forma cilindrica, con cierre hermético adaptado para resistir en su interior el
aumento controlado de presién y descompresiéon (con aire) en el que se
encuentra introducido el paciente.

Terapia con oxigeno hiperbarico : Se define al tratamiento en el que oxigeno
al 100% se administra al paciente a una relacion dos veces mayor a la presion
atmosférica normal al nivel del mar.
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