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EVALUACION DE LA EFICACIA DE LA PIEL DE CADAVERES CON ISQUEMIA
PROLONGADA UTILIZADA COMO CUBIERTA CUTANEA TEMPORAL EN UN MODELO

ANIMAL.

MARCO TEORICO: La piel nuestro mayor y mas complejo 6rgano, que mide aproximadamente
1.5a 2.0 m2y su espesor varia entre los 0.5mm a los 4mm y con peso aproximado de 5kg y
gue actla como barrera protectora aislando al organismo del medio externo de agentes
qguimicos e infecciosos, provee regulacion térmica, ademdas prevenir deshidratacion por
evaporacion, entre otras propiedades.[1] No obstante y pese a su aparente resistencia, es en
esencia, vulnerable a gran gama de dafios provocados por diversos agentes, que incluso, en

ocasiones son imperceptibles.

La piel humana normal se compone de células epidérmicas principalmente de queratinocitos
(95-97%) y células anexiales (glandulas, pelo, ufias) y en menor proporcion melanocitos,
células dendriticas (células de Langerhans) y estructuras sensoriales nerviosas (células de

Merkel). [3]

El componente dérmico incluye componentes vasculares (endotelio, musculo liso), fibroblastos,
células nerviosas (dolor, temperatura), células de respuesta inmune (mastocitos, histiocitos) y
musculos piloerectores, no obstante, la mayor parte de la dermis consiste en matriz extracelular
(colageno, elastina, reticulina, polisacaridos) que es la que provee de sus caracteristicas

mecanicas a la piel (fuerza y elasticidad). [3]

Las quemaduras en sus distintos tipos y grados son consideradas dentro de las lesiones méas
graves debido a que desprovee a la piel de sus mas importantes caracteristicas como son el
aislamiento tanto de los agentes infecciosos como de la conservacion de liquidos en el medio
interno, lo que causara una alteracion temprana y por lo general grave en la homeostasis del

organismo.

Las lesiones cutaneas por lo general se acompafaran de una restauracion de su estructura y

su funcién, hecho que estara condicionado por el tipo y extension del dafio. [1]

La cicatrizacién o recuperacion puede considerarse en cuatro etapas o estadios. El primero es

considerado como el estadio de la limitacién del dafio, convencionalmente en donde ocurre



hemorragia y coagulacién, en éste ademas de prevenir la pérdida de sangre sino ademas se
genera un relleno temporal para la herida asi como se inicia la primera llegada de células de
respuesta a la zona dafada, las cuales promueven la inflamacion de la siguiente etapa. El
segundo estadio (inflamatorio) se caracteriza por incrementar el flujo sanguineo hacia el area
lesionada y tiene lugar el ingreso de leucocitos de varias clases que actdan removiendo el
tejido irreparable asi como recuperar el salvable protegiéndolo de la colonizacién de
microorganismos. El tercer estadio (proliferativo) presenta desarrollo de vasos sanguineos
dentro del area delimitada por el material hematdgeno de relleno, ademas de crecimiento de
fibroblastos los que producen fibrina y que forman parte del tejido de granulacién en la herida,
al mismo tiempo existe estimulacion del crecimiento de las células epiteliales en los margenes
de la herida y de los apéndices epidérmicos profundos cuyos procesos sirven para proveer una

cubierta celular epitelial por medio de puentes a través de la herida para su cierre.[2]

Cuando el cierre de la herida se ha logrado se puede considerar curada, pero en realidad es el
comienzo de la etapa mas larga y compleja de la recuperacién. El estadio de remodelacion,
puede durar meses después de haberse cerrado la herida. El tejido fibroso depositado en la
herida ser4 modificado por accion de los fibroblastos para finalizar con una cicatriz, la cual en
ocasiones es indistinguible a simple vista de la piel circundante, otras veces se eleva sobre la
piel adyacente pero dentro de los limites de la lesién original (cicatriz hipertréfica) y en otras
ocasiones rebasa el margen de la lesion original y se eleva sobre la piel aledafia (cicatriz

queloide). [2,4,5]

El mecanismo de reparacion descrito puede durar de varios dias a semanas incluso meses,
dependiendo de la extension y profundidad de las lesiones, ademas de las situaciones que
complican la recuperacion como son infecciones o enfermedades concomitantes que puede
presentar el paciente (diabetes, inmunocompromiso, etc.) haciendo mas prolongada aun la

recuperacion.[4,5]

En el empefio por mantener tal equilibrio a la vez de propiciar la regeneracion y/o reparacion de
la piel se han creado e implementado diversos sustitutos sintéticos y biolégicos, permanentes y

temporales para resolver la ausencia de la piel.



El substituto dérmico se define como aquel material sintético o bioldgico que proporciona
parcial o totalmente las propiedades de la piel ya sea temporal o permanentemente con la
finalidad primaria seré evitar infecciones y desequilibrio hidroelectrolitico, asi como proveer un

plano bajo el cual el tejido subyacente proliferara de manera organizada. [4]

Visto desde el contexto de diferentes autores, el sustituto dérmico “ideal” debera: ser barato, de
larga duracion, se usard fuera de la propia piel, no antigénica, resistente, flexible, que
mantenga todos lo atributivos de la piel propia, que se adapte a superficies irregulares, facil de
fijar, que crezca con los nifios, se aplique en un solo acto quirdrgico y que no cause cicatriz
hipertréfica [4,5,7,9,10], en opinidn de un servidor, son criterios que en conjunto pueden ser
casi imposibles de cumplir, no obstante, cada una de las investigaciones exitosas o fallidas no

acercara cada vez mas a cumplir cada una de estas demandas.

Pueden clasificarse basados en la composicion de la piel en: Clase |, substituto de piel que
consiste so6lo de equivalente epidérmico cultivado. Clase Il, que abarca componentes dérmicos
de piel procesada o fabricada con colageno u otras proteinas de la matriz. Clase lll, substituto
de piel que posee los distintos componentes epidémicos y dérmicos, los cuales comiunmente

son conocidos como piel compuesta.[1,5,7,8, 9, 10, 11, 12]

Otra clasificacién que cubre todos los materiales seria:

Clase |: Materiales de preparacién impermeables temporales.

Estos no tienen ningtin componente epidérmico es decir sin queratinocitos, es esencialmente
un material impermeable, que como la piel actla como una barrera mecanica en contra de la
invasion bacterial y reduce la evaporaciéon de agua y asi propiciar un ambiente humedo para

una mejor curacion. En esta clase se incluyen:

a) Materiales de una sola capa, membranas naturales que funcionan como una cubierta

biolégica:

-Membrana amniética.

-Piel de papa.



b) Materiales sintéticos de una sola capa para sustitucion de piel:

-Capa sintética de polimero (Tegaderm, Opsite, Dermafilm)

-Espuma o spray de polimero.

¢) Material bicapa creado a base de tejido:

-TransCyte, que consiste en una membrana de polimero y fibroblastos de recién nacido

humano cultivados bajo condiciones asépticas in vitro sobre una red de nylon. Como los

fibroblastos proliferan sobre la red de nylon, éstos secretan colageno dérmico humano, matriz

proteinica y factores de crecimiento, posteriormente de congelan con lo que se detiene la

actividad metabolica celular, no obstante el colageno y los factores de crecimiento seguiran

intactos de ahi al cubrir la lesion del paciente las células epiteliales propias migran a través de

la herida mas rapido con una recuperacion mas pronta. [1,5,6,7, 8,9,11,12,13,14]

Clase II: Substituto de piel de capa Unica durable:

a)

b)

Substitutos epidérmicos: producen cicatriz de poca calidad, produccion flictenas y
desprendimiento llegan a ocurrir.

-El Unico producto en esta categoria es el autoinjerto epitelial cultivado o Apligraft.

Substitutos dérmicos: abarcan componentes dérmicos de piel procesada o fabricada
con colageno y otras pretinas de la matriz. Estos producen mejor calidad de

cicatrizacion y minimiza la posibilidad de contractura e incluye:

Capa de colageno proveniente de porcino (Permacol).

Matriz dérmica bovina (Matriderm), es proteina extracelular (colageno y elastina) que
funciona como andamio para la reconstruccion de la piel y modulacion del tejido de
cicatrizacion. Es utilizada con injerto autélogo, para defectos de todo el espesor de la
piel. Incrementa la elasticidad y la flexibilidad de la piel regenerada.

Matriz dérmica humana (Alloderm) es una matriz, dérmica acelular de componentes
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naturales bioldgicos (colageno fibrilar y colageno tipo VI, elastina, hialuronas,
proteoglicanos, fibronenctina y canales vasculares), derivada de tejido cutaneo humano

listo para permitir que el organismo monte su propio proceso de regeneracion de tejido.

Clase IlI: Substitutos compuestos de piel:

a) Injertos de piel (aloinjerto de cadaver, Xenoinjerto- Cerdo)

b) Piel de tejido procesado:

- Integraw, capa epidérmica temporal, capa flexible de silicon de grado médico y una
capa dérmica (una matriz de colageno bovino y glucosaminoglicanos).

- Biobrane, bicapa en la que la externa es una capa de silicon (analoga epidérmica) y
una interna a base de una red de nylon cubierta con colageno para adherirse a la

superficie (andlogo dérmico).

Substituto a base de tejido permanente: el éxito de tomar la dermis (como se observa en
Alloderm e Integra) se debe al hecho de que la dermis (de origen mesodérmico) tiene solo una
ligera o indetectable antigenicidad, mientras que la epidermis (de origen ectodérmico) presenta
células de Langerhans que se caracterizan por presentar antigeno HLA-DR que puede

provocar mayor reaccién de rechazo de huésped hacia la epidermis. [1,5,7,8,9,13,14,15]

En torno al marco legal para la realizacién de éste estudio, debido a la utilizacion de piel
cadavérica se realizé la revision de dos de las principales normas que dictan la conducta a
seguir. La ley general de salud de nuestro pais en su titulo decimocuarto sobre la donacion,
transplantes y pérdida de la vida, nos brinda los lineamientos necesarios sobre dichas
actividades. En el capitulo V con respecto a los cadaveres, existe el Articulo 350 Bis 3 que cita:
Para la utilizacion de cadaveres o parte de ellos de personas conocidas, con fines de docencia
e investigacion, se requiere el consentimiento del disponente. En caso de tratarse se un
cadaver completo debera notificarse a la autoridad sanitaria correspondiente. El Reglamento de
la ley general de salud en materia de control sanitario de la disposicion de 6rganos, tejidos y
cadaveres de seres humanos en su articulo 79 cita: Para la utilizacion de cadaveres o parte de

ellos, de personas conocidas con fines de investigacion o docencia, se requiere permiso del
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disponente originario otorgado ante la fe del notario publico o en documento privado, expedido

ante dos testigos idoneos.(16,17)

La piel obtenida de cadaver y utilizada como cubierta cutanea, es una actividad que se ha
venido realizando desde varios afios atras en diversos sitios del mundo [18], no obstante la
fuente de donde proviene es muy escasa, es decir solo por donacion de érganos, cultura que
aun debe desarrollarse en nuestro pais, pues en comparativa con paises desarrollados es
excesivamente escasa la cantidad de donacién de érganos y por ende de piel, no obstante,
ésta actitud pudiese ser diferente en un caso postmortem y con la donacién de un fragmento de
un 6rgano que no modificard radicalmente al cuerpo, resultando en un beneficio para los
pacientes con dafio y carencia de piel. [19]. La poca piel que se obtiene debe ser preservada
para ser posteriormente utilizada como cubierta cutanea temporal, y es sometida a diversos
procesos como: limpieza, desinfeccidn, ultracongelacién, comprobacion de viabilidad mediante
valoracion de actividad mitocondrial (Prueba MTT), revision de agentes infecciosos como virus
y bacterias preparacion para colocacién, entre otros, todo con el fin de asegurar su eficacia.

20,21, 22,23]

La prueba de MTT, se ha utilizado para evaluar la calidad del tejido cutaneo criopreservado y
se basa en la reduccién de sales de tetrazolio por las enzimas producidas por las células
viables de las muestras obtenidas. Esta prueba utiliza un agente oxidante cromogénico (MMT)
que corresponde a un sistema policiclico (C18H16BrN5S) con un anillo tetrazolico que es
facilmente reducido por la deshidrogenasa mitocondrial u otro sistema de transporte de
electrones, formando, a través de la apertura del anillo tetrazolico, un compuesto cromogénico
nitrogenado llamado formazan, del cual su grupo funcional caracteristico es R1INH-N=CR2-
N=NR-. En las células el formazan forma cristales insolubles al agua color rojo purpura, a los
cuales la membrana celular es impermeable, la molécula puede de cualquier forma entrar en la
célula, pero el producto no puede dejar la célula si no ha sido correctamente metabolizado eso
es si la cadena de transporte de electrones esta metabdlicamente activa (capaz de reducir la

molécula).
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La impermeabilidad de la membrana celular al MTT sugiere que esta sal es transportada al
interior mediante endocitosis y que el formazan se acumula en los compartimientos

endosémicos y lisosomicos de la célula para entonces ser transportada fuera por exaocitosis.

La transformacion del MTT esta acompafado por un cambio de color de amarillo a azul
obscuro- purpura. A la vez que se liberan sales de formazan de los compartimientos
intracelulares, éstas deben ser extraidas utilizando el solvente 2-metoxietanol
(CH30OCH2CH20H) y cuya funcion es disolver las membranas celulares permitiendo que se

libere el formazan fuera de las células y se disuelva formando la solucion purpura.

La densidad Optica de esta solucion sera medida por electroespectrofotometro a una longitud
de onda de 570nm. La densidad 6ptica brinda un estimado del nimero de mitocondrias activas

y por lo tanto la viabilidad de las células de la muestra. [24, 25],

13



DISENO:

Se trata de un estudio experimental, prospectivo, abierto.

JUSTIFICACION:

Como ya se establecid anteriormente la piel de reemplazo es un material valioso en primer
lugar por el costo que conlleva su almacenamiento ademas el garantizar su viabilidad y su
seguridad para ser injertada sin riesgo a contraer infecciones; y en segundo lugar por lo dificil
de su obtencién (solo por donacion de pacientes con muerte cerebral) que pudiese representar
la situacion mas compleja. Este estudio pretende al evaluar la viabilidad y utilidad de la piel con
isquemia prolongada como piel substituta, de ser asi, enormes cantidades de piel cadavérica
de pacientes con isquemia fria prolongada, estara “rescatandose” de ser desechada y

utilizandose en provecho de pacientes con pérdida cutanea.

En la actualidad se observa un incremento en los traumas en donde hay compromiso cutaneo
gue en ocasiones es tan extenso que compromete la vida y, por desgracia, de modo contrario
la donacion de tejidos entre ellos la piel se ha visto bastante disminuida, resultando en la
escases grave de cubiertas cutdneas permanentes y temporales por lo cual debe de manera

inmediata traducirse en mayor investigacion para resolver ésta situacion.

OBJETIVO:

Evaluar la viabilidad de la piel obtenida de cadaveres con isquemia prolongada (mayor a 6
horas y menor de 12horas) para ser utilizada como cubierta cutanea, esto mediante la medicion
de la actividad mitocondrial, la observacién de la reepitelizacion subyacente a un injerto y la

proliferacién de vasos sanguineos de neoformacion esto en un modelo animal.
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HIPOTESIS:

La piel obtenida a tendr4 un adecuado comportamiento al ser utilizado como substituto dérmico
temporal presentando viabilidad mitocondrial, crecimiento de tejido periférico al implante e

indicios de neovascularizacion.

METODOS:

La obtencion de las muestras de piel cadavérica se llevo a cabo en el servicio de patologia en
el Hospital General, Dr. Dario Fernandez Fierro, de 2° nivel del ISSSTE, previo consentimiento

informado (apéndice 1).

La piel se colectd en cualquier horario postmortem dentro del rango de 6 a 12hrs desde el
fallecimiento del paciente, hasta obtener 5 muestras de piel de cadaver de distintos cuerpos.
Esto fue, el sujeto 1, masculino de 73 afios de edad con 10hrs postmortem. Sujeto 2, femenino
de 75 afios de edad con 12hrs postmortem. Sujeto 3, femenino de 61 afios de edad con 8hrs
postmortem. Sujeto 4, masculino de 70 afios de edad con 8hrs postmortem. Sujeto 5,

masculino de 58 afios de edad con 7hrs postmortem.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes: menores de 18 afios y mayores de 75 afios,
aquellos que hayan muerto con o como consecuencia de éstas causas comprobadas : sepsis,
virus de inmunodeficiencia humana, virus de la hepatitis C, virus de la hepatitis B,
Citomegalovirus, Tuberculosis, Tumores cutaneos de alto grado, Tumores en cualquier parte
del cuerpo que sean de alto grado o con metéastasis y por causa violenta que lo haga caso
médico legal, esto con el fin igualar en cierto grado con el estandar establecido en la mayoria

de los bancos de piel.

Se tom6 una muestra de 4.5cm x 4.5cm y de espesor entre 0.1- 0.2cm por cadaver de la region
paraescapular de cuerpos los cuales se encontraban a temperatura ambiente, ésto, mediante
un dermatomo con previa asepsia que consiste en lavado extenso de todo el dorso del térax
primero con jabén quirdrgico y gasa estéril, rasurado con navaja de rasurar nueva, enjuague

con solucién salina estéril, lavado con yodopovinona en espuma, enjuague con sol salina estéril
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y por Ultimo un rocio de isopropanol 6 alcohol al 70% con atomizador, secado con gasa estéril,
la navaja se reemplazd para cada biopsiado. Posteriormente se ocluyé la zona biopsiada con
tela adhesiva impermeable para prevenir escape de fluido del cadaver. Obtenidas las muestras
un fragmento de 0.2 x 0.2cm de cada biopsia se sometié a analisis histolégico para establecer
el espesor y caracteristicas histoldgicas previas a la criopreservacion de la muestra a ser
procesada (fase 1). Y otro fragmento idéntico se sometié a analisis microbiolégico para
determinar carga bacteriana asi como tipificacion de la misma para descartar flora nativa de la
piel; por dltimo (fase 2), el resto de la biopsia se colocd en el medio de recoleccién que
consistio en solucion isoténica en buffer de lactatos mas 80mg/Ilt de amikacina, 80mg/lt de
gentamicina, 500mg/It de vancomicina, 50mg fluconazol, que debid refrigerarse a 4°C para no

perder propiedades pues paso tiempo entre toma de las muestras de los diferentes cadaveres.

Posterior a su obtencion se mantuvieron a 4°C por 4 hrs para dejar actuar los antibioticos, se
coloc6 cada muestra de piel entre 2 hojas de papel filtro y se colocaron en un contenedor con
15 ml de criopreservante (glicerol) para congelarse durante 4-12hrs a -20°C y posteriormente
se someten a ultracongelacién (menos de -80°C) por un periodo no menor a 72hrs y no mayor
a 120hrs, esto para simular el almacenaje estandarizado de la piel obtenida por donacién.

[20,21, 22,23]

Al término del periodo de criopreservacién se descongela la piel a temperatura ambiente por
1lhry se procede a cortar 4 fragmentos en cuadrado de 1.0cm por lado, uno de los fragmentos
se dividieron en 3 fragmentos mas pequefios, uno de ellos se somete a procesamiento
habitual para revision histolégica mediante la tincion de hematoxilina-eosina para establecer si
existieron alteraciones morfoldgicas evidentes durante la criopresevacion (fase 3). El un
segundo fragmento se somete a analisis microbiolégico bacteriano por medio de cultivo y
tipificacién bacteriana para establecer la eficacia del tratamiento desinfectante previo a la
congelacién, la accién del glicerol y la criopresevacion persé en contra de los agentes
infecciosos, en éste caso bacterias (fase 4) y el tercero, se somete valoracion de viabilidad
mitocondrial mediante el ensayo MTT o la reduccion de tetrazolio a sales de formazan (ya

descrita la técnica en marco tedrico) (fase 5).

16



Posteriormente, en el modelo animal que consiste en ratas cepa Wistar, machos de 200gr
provenientes de un bioterio oficial y registrado se aplicaron fragmentos de piel como cubiertas
cutaneas, mediante sedacion, rasurado y aseo en la zona dorsal con lavado usando jabén
quirdrgico, agua de irrigaciéon estéril, yodopovidona en espuma otro enjuague con agua de
irrigacion estéril y secado con gasa estéril, después, se retiraron 3 fragmentos iguales de piel
de 1.0cmx 0.5cm de espesor parcial (0.1-0.2cm) mediante un dermatomo dejando 3 espacios
sin piel superficial, uno de ellos substituido por un fragmento de las mismas dimensiones de la
piel cadavérica de uno de los cuerpos, a espacio otro se le aplico un autoinjerto de las mismas
medidas (C+) y el ultimo espacio se deja sin cubierta a evolucion natural de cicatrizacion (C-) .
Este procedimiento se realizo por cada cadaver muestreado. Este procedimiento se realizé en

tres animales por cada cadaver. (Ver figura 1)

Rata 1-5a

Cadaver 1
al 5

Rata 1-5b

Figura 1

Los animales de laboratorio se mantuvieron en un bioterio que cumple con las normas vigentes
en donde se les proporcioné de alimento y se mantuvieron en cajas individuales durante 14

dias, lapso que durd esta fase del experimento. Los primeros animales (Letra A) fueron
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sacrificados de forma humanitaria permitida mediante una sobre dosis de pentobarbital sodico
intraabdominal a los 3 dias desde la colocacion de la cubierta cutanea (fase 6). Los segundos
animales (Letra B) se sacrificaron a los 7 dias (fase 7) y los terceros (Letra C) a los 14 dias
(fase 8), con el fin de estudiar el comportamiento de la cubierta cutanea en linea de tiempo,
tomando en cuenta la capacidad de regeneracion tisular mayor en roedores dado su acelerado

metabolismo.

La obtencion de la piel se llevd a cabo mediante su excision con margenes amplios a partir de
los espacios que se realizaron previamente (margen de 0.5cm por lado), tanto el que se cubrio
con piel cadavérica como los controles negativo y positivo se someteran a procesamiento
histolégico de inclusion, deshidratacion en procesador automatico de tejidos, emparafinado,
tefiido con la técnica hematoxilina — eosina (fase 6, 7 y 8) y realizaciéon de inmunohistoquimica
con CD31 para todas las pieles obtenidas (fase 9), ambos, con el fin de cuantificar el tejido
blando y la proliferacion microvascular esperada en el proceso de reparacion del modelo
animal, ademas de comparar las diferentes condiciones de cubierta entre si para medir su

comportamiento .
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RESULTADOS.

Se obtienen muestras de piel provenientes de 5 cadaveres diferentes horas postmortem con las
siguientes caracteristicas:

Sujeto #1: Masculino de 71 afios de edad con 10 hrs postmortem con la causa de muerte de acidosis
mixta por insuficiencia respiratoria.

Sujeto #2: Femenino de 74 afios de edad con 12 hrs postmortem con la causa de muerte de acidosis
metabdlica, desequilibrio hidroelectrolitico, Diabetes Mellitus tipo 2.

Sujeto #3: Femenino de 61 afios de edad con 8 hrs postmortem con la causa de muerte de
desequilibrio hidroelectrolitico, acidosis metabdlica, Diabetes Mellitus tipo 2.

Sujeto #4: Masculino de 70 afios de edad con 6 hrs postmortem con la causa de muerte de acidosis
metabolica, insuficiencia renal.

Sujeto #5: Masculino de 58 afios de edad con 8 hrs postmortem con la causa de muerte de edema
agudo pulmonar, insuficiencia cardiaca, Diabetes Mellitus tipo 2.

Fase 1: Piel cadavérica inmediatamente fijada en formol después de obtenida previo a desinfeccion y
criopreservacion sometida a revision histolégica con tincién basica de Hematoxilina- Eosina.

Piel del sujeto #1: ligera queratosis, con desprendimiento parcial del estrato cérneo, la epidermis
muestra espongiosis y atrofia importante manifestada por disminucion importante de las capas
superiores y prevalencia del estrato basal. La dermis superficial se muestra hipocelular con cambios
liticos iniciales y con conservacion de los anexos cutaneos (unidad pilocebacea), nervios y vasculatura,
infiltrado inflamatorio cronico escaso,

Piel del sujeto #2: La epidermis muestra espongiosis y atrofia importante con prevalencia del estrato
basal, algunas capas mas superficiales y el estrato corneo. La dermis superficial se muestra hipocelular
con cambios liticos y con conservacion de los anexos cutaneos (unidad pilocebacea), nervios y
vasculatura. Escasos linfocitos.

Piel del sujeto #3: La epidermis muestra espongiosis leve y atrofia con prevalencia del estrato basal y
algunas capas superiores. La dermis superficial se muestra hipocelular con cambios liticos conserva
fiboras de colageno formando fasciculos y con conservacibn de los anexos cutaneos (unidad
pilocebacea), nervios y vasculatura. Escasos linfocitos.

Piel del sujeto #4: La epidermis muestra espongiosis y atrofia con prevalencia del estrato basal y el
cérneo con algunas capas de estratos intermedios. La dermis superficial se muestra hipocelular con
cambios liticos y con conservacién de los anexos cutaneos (unidad pilocebacea), nervios y vasculatura.
Escasos linfocitos dispersos.

Piel del sujeto #5: La epidermis muestra espongiosis y atrofia, presencia del estrato basal y 3 a 4 capas
de estratos superiores ademas de corneo. La dermis superficial se muestra hipocelular con cambios
liticos y con conservacién de los anexos cutaneos (unidad pilocebacea), nervios y vasculatura. Escaso
infiltrado inflamatorio crénico perivascular.
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Fase 2: Resultados de los cultivos bacteriolégicos de las pieles previos a desinfeccion y
criopreservacion.

Sujeto #1: En el cultivo bacteriolégico muestra crecimiento de Staphylococcus equorum
multiresistente, sensible a Linezonida, Tetraciclina, Rifampicina, Vancomicina.

Sujeto #2: en el cultivo bacteriolégico, muestra crecimiento de Enterobacter sp multiresistente
sensible a Sulfas y Penicilinas.

Sujeto #3: en el cultivo bacterioldgico, muestra crecimiento de Klebsiella pneumoniae multiresistente
sensible a Aminoglucosidos e Imipenem.

Sujeto #4: en el cultivo bacteriolégico, muestra crecimiento de Sthapylococcus haemoliticus
multiresistente sensible a Linezolida, Rifampicina y vancomicina.

Sujeto #5: en el cultivo bacteriolégico, muestra crecimiento de Staphylococcus gallinarum,
multiresistente, sensible a Linezonida, Rifampicina, Tmp/Smx y Vancomicina.

Fase 3: Piel cadavérica fijada en formol después del proceso de desinfecciéon y criopreservacion
sometida a revision histolégica con tincién basica de Hematoxilina- Eosina.

Piel del sujeto #1: Epidermis con queratosis discreta, algo de desprendimiento del estrato cérneo,
escasa espongiosis y atrofia importante manifestada por disminucién importante de las capas
superiores y prevalencia del estrato basal. La dermis superficial esta hipocelular con cambios liticos
tempranos. Ligera pérdida de organizacién de los fasciculos de colagena y con conservacién de los
anexos cuténeos, infiltrado inflamatorio crénico escaso,

Piel del sujeto #2: La epidermis muestra espongiosis y atrofia con presencia del estrato basal y el
corneo con algunas capas de estratos intermedios. La dermis superficial hipocelular con cambios liticos
y Pérdida discreta de organizacién de los fasciculos de coladgena con conservacion de los anexos
cutaneos (unidad pilocebacea), nervios y vasculatura. Escasos linfocitos.

Piel del sujeto #3: La epidermis presenta espongiosis leve y atrofia con prevalencia del estrato basal y
algunas capas superiores hasta el cérneo. La dermis superficial hipocelular con cambios liticos discreto
edema y pérdida ligera de fibras en los fasciculos de coldgena y con conservacion de los anexos
cutaneos (unidad pilocebacea), nervios y vasculatura. Escasos linfocitos.

Piel del sujeto #4: La epidermis muestra espongiosis y atrofia leve con prevalencia del estrato basal y
algunas capas de estratos mas superficiales incluido el cérneo. La dermis superficial esta hipocelular
con cambios liticos y con conservacion de los anexos cutaneos (unidad pilocebacea), nervios y
vasculatura. Escasos linfocitos.

Piel del sujeto #5: La epidermis muestra espongiosis y atrofia, presencia del estrato basal asi como
algunas capas de estratos méas superficiales y el corneo. La dermis superficial se muestra hipocelular
con cambios liticos y pérdida de algunos fasciculos de colagena Escaso infiltrado inflamatorio crénico
perivascular. Conservacion de los anexos cutédneos (unidad pilocebacea), nervios y vasculatura.
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Fase 4: Resultados de los cultivos bacteriolégicos de las pieles posteriores a desinfeccion y

criopreservacion.

Sujeto #1: En el cultivo bacterioldgico muestra crecimiento de Enterobacter cloacae multiresistente,
sensible a Aminoiglucosidos, Quinolonas y Sulfas.

Sujeto #2: en el cultivo bacterioldgico, muestra crecimiento de Enterobacter cloacae multiresistente,

sensible a Aminoiglucosidos, Penicilinas y Quinolonas.

Sujeto #3: en el cultivo bacterioldgico, muestra crecimiento de flora normal.

Sujeto #4: en el cultivo bacterioldgico, no muestra crecimiento bacteriano.

Sujeto #5: en el cultivo bacterioldgico, muestra crecimiento de de
multiresistente, sensible a Aminoglucosidos y Quinolonas.

Enterobacter cloacae

Fase 5: Ensayo o prueba de MTT realizado con la técnica descrita en metodologia. Los resultados se
presentan tomando en cuenta el reporte del espectrofotdbmetro y se presentan de la siguiente manera:

Pozos Testigo Graft

1 0.074
2 0.069
3 0.067
4 0.07
5 0.07
Simbologia.

0.16

0.108

0.106

0.116

0.122

Papel

0.075
0.073
0.085
0.073

0.072

Piel
1

0.127

0.142

0.13

0.174

0.157

Piel
2

0.124

0.117

0.115

0.197

0.281

Piel
3

0.186

0.226

0.179

0.127

0.148

Piel
4

0.149

0.159

0.112

0.173

0.148

Piel
5

0.154

0.127

0.084

0.122

0.125

Testigo: Los pozos de la caja de ensayo se llenan con solucion MDO, un medio nutritivo para las
células, inerte para la prueba a fin de establecer un control “neutro” para el espectrofotémetro.

Graft: Se trata de una cubierta cutanea temporal sintética a base de intestino de cerdo la cual se
encuentra acelular, por lo cual no debe presentar actividad mitocondrial y por ende no debera existir
reacciéon importante para el MTT.

Papel: De nueva cuenta debe aplicarse otro material no animal y acelular para el establecimiento de
una linea base desde la cual se establecerd como actividad mitocondrial toda reaccion producida

desde éste punto.

Piel 1 a la 5: Piel cadavérica correspondiente a los 5 cuerpos que Unicamente fue descongelada para la
realizacion del ensayo MTT para establecer la actividad mitocondrial presente o no en el tejido después
del proceso de desinfeccion y criopreservacion.
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Sistema para realizacion del ensayo MTT segun la técnica establecida por Mosmann.

Se compilan los resultados y se les aplica prueba de significancia estadistica ANOVA mediante el
programa estadistico SPSS 16.0 tabulandose de la siguiente manera.

ESTADISTICAS DESCRIPTIVAS

N Minimo Méximo Media Desv. Estd.

TESTIGOS 5 .0670 .0740| .070000 .0025495
GRAFT 5 .1060 .1600| .122400 .0219727|
PAPEL 5 .0720 .0850| .075600 .0053666
PIEL1 5 .1270 .1740|  .146000 .0196087|
PIEL2 5 .1100 .2810|  .165400 .0736295
PIEL3 5 1270 .2260| .173200 .0379302
PIEL4 5 1120 .1730| .148200 .0225987|
PIEL5 5 .0840 .1540| .121000 .0248797|
Validos N 5
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ANOVA

SUMA DE MEDIA
CUADRADOS df CUADRADA F Sig.
GRAFT Entre grupo .002 .001] 35.430 123
Dentro del grupo .000 .000
Total .002
PAPEL Entre grupo .000 .000| 76.467 .084
Dentro del grupo .000 .000
Total .000
PIEL1 Entre grupo .001 .000 3.215 .384
Dentro del grupo .000 .000
Total .002
PIEL2  Entre grupo .018 .006 1.716 .499
Dentro del grupo .004 .004
Total .022
PIEL3 Entre grupo .006 .002 8.366 .248
Dentro del grupo .000 .000
Total .006
PIEL4  Entre grupo .002 .001 1.846 .485
Dentro del grupo .000 .000
Total .002
PIEL5 Entre grupo .002 .001| 183.074 .054
Dentro del grupo .000 .000
Total .002
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Fases 6, 7 y 8: Las pieles retiradas de los animales de experimentacion, fueron procesadas y
marcadas de la siguiente forma: 1 al 5 inciso A son aquellas pieles del animal, obtenidas luego de 3
dias desde la colocacion del la piel cadavérica en la lesién causada al animal. 1 al 5 inciso B son
aquellas pieles de animal obtenidas luego de 7 dias desde la colocacion de la piel cadavérica. 1 al 5
inciso C son aquellas pieles de animal obtenidas luego de 14 dias desde la colocacion de la piel
cadavérica. La letra “L” se refiere a la lesion en la piel del roedor con cubierta cutanea cadavérica
humana. La letra “C+” se refiere a la lesidn cubierta con la propia piel de la rata. Por ultimo la letra “C-*
se refiere a la lesion sin cubierta alguna dejada a la evolucién natural de la cicatrizacion.

i T P a‘w * ’
Estas imagenes son ejemplos de algunas de las pieles manejadas con el proceso ya descrito, arriba las
lesiones in situ, las fotografias siguientes corresponden a las pieles obtenidas 3 dias después de la
aplicacion del injerto, nétese la permanencia del mismo y la resolucién de las pieles control negativo y
positivo en orden descendente.

El procesamiento como ya se establecidé consistid en la deshidratacion, emparafinado, tincion con
hematoxilina-eosina y por Ultimo su valoracion histologica y fotografiado de cada una de las pieles de
animales ya mencionadas.

A continuacion se presenta la descripcion de cada una de las pieles de animal y una composicion
fotografica para mostrar de manera gréfica lo descrito.

Piel de rata con lesion con cubierta cutdnea de cadaver, 3 dias post procedimiento P1AL: Sobre el sitio
de la lesion se identifica un fragmento de piel de cadaver lisada, debajo del mismo existen algunas
zonas sin epidermis y otras con presencia de zonas de reparacion desde los bordes de la lesion el
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centro de la lesion observandose en dichas zonas pocas capas celulares de la dermis. Debajo de la
lesion en la dermis superficial se identifican los fasciculos de colagena organizados en una trama
densa, abundantes accesorios dérmicos propios de la piel de roedor, infiltrado inflamatorio de mixto,
vasos sanguineos congestivos y hemorragia. A los 7 dias P1BL: Los principales cambios son
restitucion parcial de la epidermis con presencia de homogeneizacion del espesor de los estratos
intermedios, el infiltrado inflamatorio se hace méas escaso. A los 14 dias P1CL: Los cambios se
concentran en la recuperacion de la epidermis aunque con escasas capas de estratos intermedios el
engrosamiento parcial de la dermis y la presencia de vasos de neoformacion.

Piel de rata con lesion con cubierta de su propia piel, 3 dias post procedimiento P1AC+: La epidermis
prolifera por debajo de el autoingerto de manera uniforme en donde al menos se encuentra capa
germinal o basal, en otras zonas existen mas capas de la epidermis, infiltrado inflamatorio mixto
presente y vasos sanguineos congestivos. A los 7 dias P1BC+: Los principales cambios son en el
espesor de la epidermis con presencia de uniformidad del espesor de los estratos intermedios, el
infiltrado inflamatorio se hace mas escaso. A los 14 dias P1CC+: Los cambios se concentran en el
engrosamiento parcial de la dermis a expensas de fasciculos de colagena y la presencia de algunos
vasos de neoformacion.

Piel de rata con lesion sin cubierta cutanea, 3 dias post procedimiento P1AC-: La epidermis no
presenta pérdida de la continuidad observandose zonas en las que so6lo prevalece la capa de células
basales y una o dos capas de estratos superiores contando al cérneo. La colagena esta organizada en
fasciculos, los anexos cutaneos multiples presentes, escasos vasos sanguineos congestivos e infiltrado
inflamatorio mixto leve. A los 7 dias P1BC-: Los principales cambios son irregularidad del espesor de
los estratos intermedios de la epidermis, el infiltrado inflamatorio se mantiene. A los 14 dias P1CC-: Los
cambios se concentran en el engrosamiento parcial de la dermis y la presencia de vasos de
neoformacion.

Piel de rata con lesion con cubierta cutanea de cadaver, 3 dias post procedimiento P2AL: sobre el sitio
de la lesion se identifican restos de la piel de cadaver, por debajo se encuentran zonas sin epidermis
sobre las cuales desde los bordes de la lesion se proyectan prolongaciones de epidermis en su porcion
germinal o basal en direccion del centro de la lesion. Debajo de la lesién en la dermis superficial se
identifican los fasciculos de coldgena organizados en una trama densa, abundantes accesorios
dérmicos propios de la piel de roedor, asi como infiltrado inflamatorio de mixto y vasos sanguineos
congestivos. A los 7 dias P2BL: Los cambios residen en la restitucién parcial de la epidermis con
presencia de uniformidad en el espesor de los estratos intermedios, el infiltrado inflamatorio es escaso.
A los 14 dias P2CL.: existe engrosamiento parcial de la dermis a expensas de fasciculos de colagena y
la presencia de vasos de neoformacién.

Piel de rata con lesion con cubierta de su propia piel, 3 dias post procedimiento P2AC+: la epidermis
prolifera por debajo de los restos del autoingerto de manera uniforme en donde hay adecuada
proliferacién de epidermis, no identificAndose zonas de pérdida de la continuidad, en dermis superficial
se observa infiltrado inflamatorio mixto muy escaso, vasos sanguineos congestivos y hemorragia. A los
7 dias P2BC+: Restitucion parcial de la epidermis uniforme con incremento en el espesor de los
estratos intermedios, el infiltrado inflamatorio se hace més escaso. A los 14 dias P2AC+: existe
engrosamiento moderado de la dermis e incremento de vasos de neoformacion.
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Piel de rata con lesion sin cubierta cutdnea, 3 dias post procedimiento P2AC-: la epidermis no
presenta pérdida de la continuidad observandose zonas en las que sélo prevalece la capa de células
basales y una o dos capas de estratos superiores. La colagena esta organizada en fasciculos, los
anexos cutaneos mulltiples presentes, escasos vasos sanguineos congestivos hemorragia e infiltrado
inflamatorio crénico escaso. A los 7 dias P2AC-: Regeneracién de la epidermis de manera ligeramente
desorganizada con cambios en el espesor de los estratos intermedios, el infiltrado inflamatorio es
escaso. A los 14 dias P2AC-: Se Observa engrosamiento de la dermis a partir de los fasciculos que
proliferan en la zona superficial y presencia de vasos de neoformacion.

Piel de rata con lesion con cubierta cutanea de cadaver, 3 dias post procedimiento P3AL: sobre el sitio
de la lesidn ya no se identifican restos de la piel de cadaver; en la zona afectada, se identifican restos
de tejido propios de la cicatrizacion temprana y por debajo de los mismos se encuentra epidermis la
cual presenta escasas capas celulares con predominio del estrato germinal. No hay pérdida de la
continuidad. Debajo de la lesion en la dermis superficial se identifican los fasciculos de colagena
organizados en una trama densa, abundantes accesorios dérmicos propios de la piel de roedor, e
infiltrado inflamatorio de mixto y vasos sanguineos congestivos. A los 7 dias P3BL: Los cambios son
regeneracion parcial de la epidermis con uniformidad en el espesor de los estratos intermedios, el
infiltrado inflamatorio se hace mas escaso. A los 14 dias P3CL: la epidermis casi esta regenerada
aunque hipotrofica existe engrosamiento parcial de la dermis y la presencia de vasos de neoformacion.

Piel de rata con lesion con cubierta de su propia piel, 3 dias post procedimiento P3AC+: la epidermis
prolifera por debajo de los escasos restos del autoingerto de manera uniforme en donde hay adecuada
proliferaciéon de epidermis, no se identifican zonas de pérdida de la continuidad, en dermis superficial
se observan los anexos cutaneos propios de la piel de roedor, un infiltrado inflamatorio mixto muy
escaso, vasos sanguineos congestivos y hemorragia leve. A los 7 dias P3BC+: Existe regeneracion de
la epidermis con suficiente uniformidad en el espesor de los estratos intermedios, escaso infiltrado
inflamatorio. A los 14 dias P3CC+: Epidermis casi regenerada hipotréfica con engrosamiento parcial de
la dermis a expensas de fasciculos de colagena proliferados y la presencia de vasos de neoformacion.

Piel de rata con lesion sin cubierta cutanea, 3 dias post procedimiento P3AC-: por debajo de detritus
celulares se identifica la epidermis que no presenta pérdida de la continuidad observandose zonas en
las que sOlo prevalece la capa de células basales y una o dos capas de estratos superiores. La
coldgena estad organizada en fasciculos, los anexos cutaneos mdultiples presentes, escasos vasos
sanguineos congestivos, hemorragia, edema e infiltrado inflamatorio crénico, todos leves. A los 7 dias
P3BC-: Recuperacion parcial de la epidermis con zonas uniformidad en el espesor de los estratos
intermedios que alternan con otras de espesor irregular, infiltrado inflamatorio crénico escaso. A los 14
dias P3CC-: Epidermis casi regenerada aunque con escasas capas intermedias, engrosamiento parcial
de la dermis y vasos de neoformacién.

Piel de rata con lesion con cubierta cutanea de cadaver, 3 dias post procedimiento P4AL: sobre el sitio
de la lesion se identifican restos de la piel de cadaver, por debajo se encuentra epidermis irregular con
su estrato germinal o basal y 2 a 3 capas de células de estratos més superficiales. Debajo de la lesion
en la dermis superficial se identifican los fasciculos de colagena organizados en una trama densa,
abundantes accesorios dérmicos propios de la piel de roedor, asi como infiltrado inflamatorio de mixto y
vasos sanguineos congestivos. A los 7 dias P4BL: Existe regeneracion parcial de la epidermis con
espesor constante, el infiltrado inflamatorio cronico es escaso. A los 14 dias P4CL: epidermis casi
regenerada aunque hipotréfica mas engrosamiento de la dermis a expensas de fasciculos de colagena
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y la presencia de vasos de neoformacion dispersos en la dermis.

Piel de rata con lesion con cubierta de su propia piel, 3 dias post procedimiento P4AC+: la epidermis
prolifera por debajo de los restos del autoingerto y detritus del coagulo sanguineo primario, de manera
uniforme, no identificAndose zonas de pérdida de la continuidad, presentando estrato basal y una o dos
capas adicionales del siguiente estrato. En dermis superficial se observa infiltrado inflamatorio mixto
escaso, vasos sanguineos congestivos, hemorragia y edema leves. A los 7 dias PABC+: Se observa
regeneracion de la epidermis uniforme en el espesor de los estratos intermedios, escaso infiltrado
inflamatorio cronico. A los 14 dias PACC+: Epidermis con regeneraciéon ligeramente hipotrofica,
engrosamiento parcial de la dermis a expensas de fasciculos de colagena proliferados y la presencia
de vasos de neoformacion dispersos e infiltrado inflamatorio casi nulo.

Piel de rata con lesion sin cubierta cutdnea, 3 dias post procedimiento P4AC-: la epidermis no
presenta pérdida de la continuidad aunque irregular, observandose zonas en las que sdlo prevalece la
capa de células basales y una o dos capas de estratos superiores. La colagena esta organizada en
fasciculos, los anexos cutaneos multiples presentes, escasos vasos sanguineos congestivos
hemorragia, edema e infiltrado inflamatorio crénico escaso. A los 7 dias P4BC-: se observa
recuperacion de epidermis de manera intensamente irregular el espesor de todos los estratos que
alternan con zonas de espesor constante, infiltrado inflamatorio crénico escaso. A los 14 dias P4ACC-:
Epidermis regenerada con escasas capas intermedias, engrosamiento parcial de la dermis por
proliferacién de fasciculos de colagena y vasos de neoformacion dispersos por la dermis.

Piel de rata con lesion con cubierta cutanea de cadaver, 3 dias post procedimiento P5AL: sobre el sitio
de la lesion se identifican restos celulares, por debajo se encuentra epidermis irregular con su estrato
germinal o basal y 2 a 3 capas de células de estratos superiores y estrato cérneo. Debajo de la lesion
en la dermis superficial se identifican los fasciculos de coldgena organizados en una trama densa,
abundantes accesorios dérmicos propios de la piel de roedor, infiltrado inflamatorio de mixto escaso. A
los 7 dias P5BL: Se observa regeneracion parcial de la epidermis de manera uniforme e infiltrado
inflamatorio crénico es escaso. A los 14 dias P5CL: La epidermis casi regenerada e hipotrofica y hay
engrosamiento de la dermis por proliferacion fasciculos de colagena y la presencia de vasos de
neoformacion dispersos en la dermis.

Piel de rata con lesion con cubierta de su propia piel, 3 dias post procedimiento PSAC+: la epidermis
prolifera de manera uniforme por debajo de los restos celulares y detritus del coagulo sanguineo
primario, sin zonas con pérdida de la continuidad, presentando estrato basal y una o dos capas
adicionales del siguiente estrato ademas del cérneo. En dermis superficial se observa infiltrado
inflamatorio de crénico moderado, vasos sanguineos congestivos, hemorragia y edema leves. A los 7
dias P5BC+: Hay regeneracién de la epidermis con heterogeneidad en el espesor de los estratos
intermedios, escaso infiltrado inflamatorio crénico. A los 14 dias P5CC+: Epidermis ligeramente
hipotréfica casi regenerada, engrosamiento parcial de la dermis por fasciculos de colagena proliferados
y la presencia de vasos de neoformacion dispersos e infiltrado inflamatorio ausente.

Piel de rata con lesion sin cubierta cutdnea, 3 dias post procedimiento P5AC-: la epidermis no
presenta pérdida de la continuidad formando ondulaciones irregulares, observandose zonas en las que
solo prevalece la capa de células basales y una o dos capas de estratos superiores. La coldgena esta
organizada en fasciculos, los anexos cutaneos mdltiples presentes, escasos vasos sanguineos
congestivos hemorragia, edema e infiltrado inflamatorio crénico escaso. A los 7 dias P5BC+: Existe
regeneracion de la epidermis con espesor muy irregular de los estratos intermedios y moderado
infiltrado inflamatorio cronico. A los 14 dias P5CC+: Epidermis con regeneracion hipertréfica,
engrosamiento de la dermis a expensas de fasciculos de coldgena proliferados y vasos de
neoformacion e infiltrado inflamatorio presente.
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A continuacion se presentan las zonas mas representativas de lo descrito anteriormente en la siguiente
composicion fotogréfica.

&

£ 7 2 v 1 i 8 A N 2 7 &
PAAL H&E 4X P4AC+ H&E 10X1 PAAC- H&E 10X
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Los hallazgos histolégicos, se codifican, compilan, analizan y tabulan mediante el programa SPSS 16.0
y son presentados a continuacién mediante tablas y graficas.

Tipo de Muestra Vs Numero de Capas Celulares Estratos Intermedios de la Epidermis Vs Uniformidad del

Espesor de la Epidermis

NUmero de Capas Celulares Estratos

Intermedios de la Epidermis

TRES 4 0 MAS
DOS CAPAS CAPAS CAPAS
Uniformidad del Espesor de la Epidermis CELULARES| CEULARES |CELULARES Total
SUPERFICIE  Tipo de Muestra: Cubierta 0 ) 4 6
IRREGULAR Cadaver
Autoinjerto 0 3 5 8
Libre
. 2 6 6 14
Evolucion
Total 2 11 15 28
SUPERFICIE  Tipo de Muestra Cubierta 5 3 4 9
UNIFORME Cadaver
Autoinjerto 0 2 5 7
Libre
] 0 1 0 1
Evolucion
Total 2 6 9 17
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Caracteristicas del Infiltrado Inflamatorio Agudo

. - AGUDO AGUDO
Tipo de Muestra Vs Caracteristicas
del Infiltrado Inflamatorio Agudo AGUDO LEVE: | MODERADO: | ABUNDANTE:
11-20 CELS 21-40 CELS |>41 CELS INFL.
INFL. AGUDAS [ INFL. AGUDAS | AGUDAS X
X 10CAP X 10CAP 10CAP Total
Tipo de Muestra: Cubierta Cadaver 6 6 3 15]
Autoinjerto 6 9 0 15]
Libre Evolucion 4 6 5 15|
Total 16 21 8 45
Caracteristicas del Infiltrado Inflamatorio Crénico
CRONICO
Tipo de Muestra Vs Caracteristicas CRONICO MODERADO:
del Infiltrado Inflamatorio Cronico NULO: <10 LEVE: 11-20 | 21-40 CELS
CELS INFL. CELS INFL. INFL.
CRONICAS X | CRONICAS X | CRONICAS X
10CAP 10CAP 10CAP Total
Tipo de Muestra: Cubierta Cadaver 1 7 7 15|
Autoinjerto 1 7 7 15
Libre Evolucion 0 7 8 15|
Total 2 21 22 45
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Tipo de Muestra Vs Uniformidad del Espesor de la Epidermis Vs Niumero de Dias Desde Intervencién

en la Piel de las Ratas

Uniformidad del Espesor de la

Epidermis
Numero de Dias Desde la Intervencion en la Piel de las SUPERFICIE SUPERFICIE
Ratas. IRREGULAR UNIFORME Total
3 DIAS Tipo de Muestra: Cubierta Cadaver 3 5
Autoinjerto 4 5
Libre Evolucion 4 5
Total 11 15
7<DIAS  Tipo de Muestra: Cubierta Cadaver 3 5
Autoinjerto 3 5
Libre Evolucion 5 5
Total 11 15
14 DIAS Tipo de Muestra: Cubierta Cadaver 0 5
Autoinjerto 1 5
Libre Evolucion 5 5
Total 6 15
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Tipo de Muestra Vs Proliferacion de Fasciculos Colagena en Dermis Vs Numero de Dias Desde

Intervencién en la Piel de las Ratas

Proliferaciéon de Fasciculos Colagena en Dermis

PROLIFERACIO

PROLIFERACIO

PROLIFERACION | N LEVE: 21- | N MODERADA:
NULA: 0-20% DE 30% DE LA | 31-50% DE LA
Numero de Dias Desde Intervencién en la Piel de LA DERMIS DERMIS DERMIS
las Ratas OCUPADA. OCUPADA. OCUPADA. Total
3 DIAS  Tipo de Muestra: Cubierta 3 5 B .
Cadaver
Autoinjerto 3 2 - 5
Libre Evolucién 3 2 - 5
Total 9 6 - 15
7<DIAS Tipo de Muestra: Cubierta - 5 0 .
Cadaver
Autoinjerto - 5 0 5
Libre Evolucion - 4 1 5
Total - 14 1 15
14 DIAS Tipo de Muestra: Cubierta - . 0 c
Cadaver
Autoinjerto - 4 1 5
Libre Evolucion - 2 3 5
Total - 11 4 15
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Numero de Dias Desde Intervencion en la Piel de las Ratas Vs Tipo de Muestra Vs

Caracteristicas del Infiltrado Inflamatorio Agudo

Tipo de Muestra.
Cubierta | Autoinjerto Libre
Cadaver Evolucion
Caracteristicas del Infiltrado Inflamatorio Agudo Total
AGUDO LEVE: 11- 7<DIAS 1 2 0 3
20 CELS INFL.
AGUDAS X 10CAP 14
5 4 4 13
DIAS
Total 6 6 4 16
AGUDO 3 DIAS 2 5 2 9
MODERADO: 21-40
CELS INFL. 7<DIAS 4 3 4 11
AGUDAS X 10CAP
14
0 1 0 1
DIAS
Total 6 9 6 21
AGUDO 3 DIAS 3 3 6
ABUNDANTE: >41
CELS INFL. 7<DIAS 0 1 1
AGUDAS X 10CAP
14
0 1 1
DIAS
Total 3 5 8
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NUmero de Dias Desde la Intervencion de la Piel de las Ratas Vs Tipo de Muestra Vs Caracteristicas del

Infiltrado Inflamatorio Crénico

Tipo de Muestra:

Cubierta Autoinjerto Libre
. ) . , . Cadaver Evoluciéon
Caracteristicas del Infiltrado Inflamatorio Crénico Total
NULO: <10 CELS 14 DIAS 1 2
INFL. CRONICAS X
10CAP Total 1 2
CRONICO LEVE: 3 DIAS 1 3
11-20 CELS INFL.
CRONICAS X 7<DIAS 2 6
10CAP
14 DIAS 4 12

Total 7 21
CRONICO 3 DIAS 4 12
MODERADO: 21-40
CELS INFL. 7<DIAS 3 9
CRONICAS X
10CAP 14 DIAS 0 1

Total 7 22
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Remanentes Tisulares de la Cicatrizacion Primaria Vs Numero de Capas Celulares Estratos Intermedios de la

Epidermis Vs Uniformidad del Espesor de la Epidermis

NUmero de Capas Celulares Estratos

Intermedios de la Epidermis

TRES 4 O MAS
DOS CAPAS CAPAS CAPAS

Uniformidad del Espesor de la Epidermis CELULARES | CEULARES |CELULARES]| Total
SUPERFICIE SIN REMANENTES 0 ) 6 8
IRREGULAR TISULARES

ESCASOS

REMANENTES 1 6 5 12

TISULARES

ABUNDANTES

REMANENTES 1 3 4 8

TISULARES

Total 2 11 15 28

SUPERFICIE SIN REMANENTES 0 3 5 9
UNIFORME TISULARES

ESCASOS

REMANENTES 0 0 2 2

TISULARES

ABUNDANTES

REMANENTES 2 3 1 6

TISULARES

Total 2 6 9 17
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Fase 9: Se realiza tincion por inmunohistoquimica CD 31 la cual marca entre otras las células
endoteliales de vasos de neoformacién presentes en procesos de regeneracion. Con la finalidad de
establecer un método para cuantificar la proliferacion de vasos sanguineos, se cuentan los vasos
sanguineos marcados con el antigeno CD31 presentes en 10 campos de alto poder (CAP) con el
objetivo seco fuerte 6 40X. Posteriormente se realiza un andlisis de los resultados, que se tabulan en
tablas para la consulta méas préctica.

R S e . Y % RS EY
Piel sujeto 2: CD31 10X/ Presenta<20VS X 10CAP

%

20VS X 10CAP

JPiel sujeto 5: CD31 10X/ Presenta <20VS X 10CAP
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Los campos mas representativos de cada una de las pieles de roedor con marcaje para CD31 se
presentan en la siguiente composicion fotografica, en donde la “P” y el nUmero que le sigue del 1 al 5
se refiere al nimero de cadaver, la letra siguiente de la “A” a la “C” se refiere al tiempo entre la
aplicacion del injerto hasta el dia en que se sacrific6 al animal de laboratorio para obtener el tejido
presentado (piel), A=3 dias, B=7 dias, C=14 dias. Y por ultimo, L= Cubierta cadavérica, C+= Autoinjerto
y C-= Libre evolucién sin cubierta.
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La cuantificacion de los vasos sanguineos de neoformacion marcados con CD31 se dispone
en la siguiente tabla cruzada con diferentes variables.

Proliferacion de V.S de Neoformacién (CD31)
Tipo de Muestra Vs Proliferacion de V.S. 11 A 20 VASOS
de Neoformacion (CD31). 0-5 VASOS DE |6-10 VASOS DE DE
NEOFORMACIO [NEOFORMACIO|NEOFORMACIO
N X 10 CAP. N X 10 CAP N X 10 CAP Total

Tipo de Muestra. Cubierta Cadaver 6 6 3 15]

Autoinjerto 6 9 0 15]

Libre Evolucién 7 8 0 15
Total 19 23 3 45

Proliferacion de V.S de Neoformacién ( CD31)
Numero de Dias Desde Intervencién en la
Piel de las Ratas Vs Proliferacion de 11 A 20 VASOS
V.S de Neoformaciéon ( CD31) 0-5 VASOS DE | 6-10 VASOS DE DE
NEOFORMACION|NEOFORMACION|NEOFORMACION
X 10 CAP. X 10 CAP X 10 CAP Total
NUmero de Dias Desde 3 DIAS 10 5 0 15
Intervencién en la Piel de las
Ratas 7<DIAS 1 11 3 15
14 DIAS 8 7 0 15

Total 19 23 3 45
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ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

La informacion recabada de los procedimientos llevados a cabo en éste protocolo y que fue
codificada y analizada se somete a diversas pruebas estadisticas mediante el programa
SPSS 16.0, con el fin de establecer la significancia real de lo realizado. Los datos se
presentan en las siguientes tablas. Las comparativas se realizaron en base a 3 grupos
principales: Cubierta Cadaver, Autoinjerto y Libre Evolucion.

ANOVA
Suma de Media
Cuadrados df Cuadrada F Sig.

Uniformidad del Espesor de Entre Grupos 2.311 2 1.156 5.871 .006
|'a Epidermis Dentro del Grupo 8.267 42 197

Total 10.578 44
Numero de Capas Celulares Entre Grupos 1.244 2 .622 1.463 .243]
Estratos Intermedios de 1a  pentro del Grupo 17.867 42 425
Epidermis

Total 19.111 44
Remanentes Tisulares de la Entre Grupos .933 2 467 .656 .524]
Cicatrizacién Primaria Dentro del Grupo 29.867 42 711

Total 30.800 44
Presencia de Vasos Entre Grupos .044 2 .022 .113 .894]
Congestivos Dentro del Grupo 8.267 42 .197

Total 8.311 44
Caracteristicas del Infiltrado Entre Grupos 1.644 2 .822 1.650 .204]
Inflamatorio Agudo Dentro del Grupo 20.933 42 .498

Total 22.578 44
Caracteristicas del Infiltrado Entre Grupos 178 2 .089 .250 .780
Inflamatorio Crénico Dentro del Grupo 14.933 42 .356

Total 15.111 44
Proliferacion de Fasciculos Entre Grupos 578 2 .289 .929 .403]
Colagena en Dermis Dentro del Grupo 13.067 42 311

Total 13.644 44
Proliferacion de V.S de Entre Grupos 578 2 .289 771 .469]
Neoformacién ( CD31) Dentro del Grupo 15.733 42 .375

Total 16.311 44
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MEDICIONES DIRECCIONALES

Aprox. Aprox.
valor |Estd. Error®[ T° Sig.

Nominal por Lambda Simétricas .103 .107 .935 .350

Nominal
Remanentes

Tisulares de la
Cicatrizacion .071 119 .580 .562
Primaria

Dependiente

Tipo de Muestra.
] .133 .139 .902 .367
Dependiente

Goodman y Kruskal Remanentes

tau Tisulares de la
Cicatrizacién .031 .036 .600°
Primaria

Dependiente

Tipo de Muestra. .
] .033 .038 .573
Dependiente

Ordinal por Somers' d Simétricas -.141 133 -1.060 .289

Ordinal Remanentes

Tisulares de la
Cicatrizacion -.141 .133] -1.060 .289
Primaria

Dependiente

Tipo de Muestra.
) -.141 .133| -1.060 .289
Dependiente

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null
hypothesis.

c. Based on chi-square

approximation

47



Mediciones Direccionales

Aprox.
Valores | Estd. Error®|Aprox. T°|  Sig.
Nominal por Lambda Simétricas .024 116 .209 .835
Nominal
Presencia de Vasos
Congestivos. .000 .000 S S
Dependiente
Tipo de Muestra.
] .033 .157 .209 .835
Dependiente
Goodman y Kruskal Presencia de Vasos
tau Congestivos. .005 .021 .889¢
Dependiente
Tipo de Muestra. q
] .003 .010 .889
Dependiente
Ordinal por Somers' d Simétricas .057 132 433 .665
Ordinal
Presencia de Vasos
Congestivos. .044 .103 433 .665
Dependiente
Tipo de Muestra.
.080 .185 433 .665

Dependiente

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null

hypothesis.

c. Cannot be computed because the asymptotic standard error equals

Zero.

d. Based on chi-square approximation
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Mediciones Direccionales

Aprox.
Valores | Estd. Error® |Aprox. T°  Sig.
Nominal por Lambda .093 122 734 463
Nominal
Caracteristicas del
Infiltrado Inflamatorio .000 144 .000 1.000
Agudo. Dependiente
Tipo de Muestra.
] 167 .146 1.055 291
Dependiente
Goodman y Kruskal Caracteristicas del
tau Infiltrado Inflamatorio .051 .034 .348°
Agudo. Dependiente
Tipo de Muestra.
] .068 .035 .201°
Dependiente
Ordinal por Somers' d Simétricas .138 147 .933 .351
Ordinal
Caracteristicas del
Infiltrado Inflamatorio 133 .143 .933 .351
Agudo. Dependiente
Tipo de Muestra.
142 152 .933 .351

Dependiente

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null

hypothesis.

c. Based on chi-square approximation
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Mediciones Direccionales

Valores | Estd. Error® | Aprox. T° | Aprox. Sig.
Nominal por Lambda Simétricas .019 141 132 .895
Nominal
Caracteristicas del Infiltrado
Inflamatorio Cronico .000 .230 .000 1.000
Dependiente
Tipo de Muestra. Dependiente .033 127 .258 .796
Goodmany Caracteristicas del Infiltrado
Kruskal tau Inflamatorio Crénico .004 .009 .988°
Dependiente
Tipo de Muestra. Dependiente .012 .007 .900°
Ordinal por Somers'd  Simétricas .072 134 .537 .591
Ordinal
Caracteristicas del Infiltrado
Inflamatorio Crénico .065 121 .537 591
Dependiente
Tipo de Muestra. Dependiente .080 .149 537 591

a. Not assuming the null

hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null

hypothesis.

c. Based on chi-square approximation
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MEDICIONES DIRECCIONALES

Aprox.
Valor | Estd. Error® | Aprox. T Sig.
Nominal por Lambda Simétricas .091 .040 2.095 .036
Nominal
Proliferacion de
Fasciculos Colagena . o
. .000 .000 . .
en Dermis
Dependiente
Tipo de Muestra.
] .133 .062 2.095 .036
Dependiente
Goodman y Kruskal Proliferacién de
tau Fasciculos Colagena g
] .054 .050 311
en Dermis
Dependiente
Tipo de Muestra. q
] .067 .041 .206
Dependiente
Ordinal por Somers' d Simétricas .166 .136 1.200 .230
Ordinal
Proliferacion de
Fasciculos Colagena
) 142 119 1.200 .230
en Dermis
Dependientes
Tipo de Muestra.
.200 .161 1.200 .230

Dependiente

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null

hypothesis.

c. Cannot be computed because the asymptotic standard error equals

Zero.

d. Based on chi-square approximation
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Mediciones direccionales

Valores | Estd. Error® | Aprox. T® | Aprox. Sig.
Nominal por Lambda Simétricas .077 117 .635 .525
Nominal
Proliferacion de V.S de
Neoformacion ( CD31) .000 .157 .000 1.000
Dependiente
Tipo de Muestra.
) 133 .164 .761 447
Dependiente
Goodmany Kruskal Proliferaciéon de V.S de
tau Neoformacion ( CD31) .030 .031 .617°
Dependiente
Tipo de Muestra.
_ .075 .018 .161°
Dependiente
Ordinal por Ordinal Somers'd Simétricas -.131 142 -.910 .363)
Proliferacion de V.S de
Neoformacién ( CD31) -.120 132 -.910 .363]
Dependiente
Tipo de Muestra.
-.144 .154 -.910 .363]

Dependiente

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null

hypothesis.

c. Based on chi-square approximation

52



MEDICIONES DIRECCIONALES

Valores | Estd. Error® | Aprox. T° | Aprox. Sig.
Nominal por Lambda Simétricas .000 .000 S S
Nominal
Numero de Dias desde
la Intervencion de la o d
. .000 .000 . .
piel de las Ratas.
Dependiente
Tipo de Muestra.
P ] .000 .000 S S
Dependiente
Goodman and Kruskal Numero de Dias desde
tau la Intervencion de la d
] .000 .000 1.000
piel de las Ratas.
Dependiente
Tipo de Muestra . q
_ .000 .000 1.000
Dependiente
Ordinal by Ordinal Somers' d Simétricas .000 .133 .000 1.000
Numero de Dias desde
la Intervencion de la
] .000 .133 .000 1.000
piel de las Ratas.
Dependiente
Tipo de Muestra.
.000 .133 .000 1.000

Dependiente

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

c. Cannot be computed because the asymptotic standard error equals zero.

d. Based on chi-square approximation
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MEDICIONES DIRECCIONALES

Aprox.
Valores | Estd. Error® | Aprox. T°[  Sig.
Nominal por Lambda Simétricas .234 134 1.652 .098
Nominal
Uniformidad del Espesor
de la Epidermis. .176 .207 .780 436
Dependiente
Tipo de Muestra: Injerto,
Control+, Control- .267 .128 1.856 .063
Dependiente
Goodmany Uniformidad del Espesor
Kruskal tau  de la Epidermis. .218 .096 .008"
Dependiente
Tipo de Muestra. .
_ .109 .054 .008
Dependiente
Ordinal por Somers' d Simétricas -.417 111 -3.635 .000
Ordinal
Uniformidad del Espesor
de la Epidermis. -.356 .098 -3.635 .000
Dependiente
Tipo de Muestra.
-.504 33| -3.635 .000

Dependiente

a. Not assuming the null

hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null

hypothesis.

c. Based on chi-square approximation
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MEDICIONES DIRECCIONALES

Valor Estd. Error® | Aprox. T° | Aprox. Sig.
Nominal por Lambda Simétricas .098 142 .666 .506
Nominal
Numero de Capas
Celulares Estratos
) .048 .168 .278 .781
Intermedios de la
Epidermis. Dependiente
Tipo de Muestra.
] 133 .170 .735 463
Dependiente
Goodmany NUmero de Capas
Kruskal tau Celulares Estratos
] .035 .042 .545°
Intermedios de la
Epidermis. Dependiente
Tipo de Muestra.
_ .039 .027 4949
Dependiente
Ordinal por Somers' d Simétricos -.090 .145 -.621 .534
Ordinal
NUmero de Capas
Celulares Estratos
) -.083 134 -.621 .534
Intermedios de la
Epidermis. Dependiente
Tipo de Muestra.
-.098 .158 -.621 .534

Dependiente

a. Not assuming the null

hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null

hypothesis.

c. Based on chi-square approximation
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DISCUSION:

Fase 1: Las muestras obtenidas de los cadaveres fueron obtenidas bajo todas las medidas
posibles apegadas a lo establecido, pese a la modestia de recursos materiales para esta
investigacion obligo a que el esmero puesto por el recurso humano en la metodologia fuera lo
mas minucioso de éste protocolo.

La piel obtenida de éstos cadaveres reflejan condiciones extremas, pues se trataba de
pacientes con enfermedades de larga evolucién que han mermado tejidos, aunado a esto, la
postracién del mismo paciente previo a su fallecimiento se traduce en la atrofia o
“adelgazamiento” de la piel en zonas de presion, sin embargo, la zona a muestrear siempre se
encontrg integra, caracteristica indispensable.

Fase 2: La microbiologia de los tejidos obtenidos presentaron por lo general flora bacteriana
propia de la piel, no obstante su comportamiento ante los antibiéticos, se considera anormal,
presentando un comportamiento patdgeno, esto debido a la multiresistencia a antibiéticos,
pudiendo en dado caso a afectar a un paciente inmunodeprimido, situaciébn comudn en personas
con enfermedad de larga evolucién.

Un solo resultado presenta crecimiento para Klebsiella pneumoniae, que la convierte en la
muestra cutanea mas “contaminada y contaminante”, no obstante el tratamiento con antibiotico
gue se le da a la piel mas la criopreservacion en glicerol permitié sélo en éste estudio la
posibilidad de ser aplicada como cubierta cutanea.

La presencia de patégenos no serd ajena a los cuerpos con isquemia prolongada. Los
mecanismos de descomposicién y la interrupcién de los mecanismos inmunes tras la muerte
propician la proliferaciéon de algunos de los patdgenos propios de la piel, que por los sistemas
antes mencionados no se comportan de manera agresiva pues siempre se mantendran en
control.

Las infecciones y sobreinfecciones nosocomiales, propiciardn ademas la existencia de agentes
gue de manera normal estan ausentes.

Los bancos de 6rganos y tejidos manejan estandares muy estrictos en los cuales los agentes
que pueden representar un peligro aun leve de infeccibn seran desechados alin cuando
pudiesen facilmente ser eliminados, incluso pese al gasto tan importante que represent6
obtenerlos, esto con el fin de no “holgar” en lo minimo la seguridad de los tejidos preservados.

La finalidad de realizar el cultivo previo a desinfeccién y criopreservaciéon sera con el fin de
probar la eficacia de los mismos mecanismos para eliminar dichos agentes.

Fase 3: Mediante el estudio histoldgico, en ésta etapa del estudio, se observa un cambio
minimo en la estructura del tejido, por ende una tolerancia bastante aceptable al proceso que
pudiese parecer agresivo de someter la piel humana a sustancias agresivas como una cantidad
importante de antibiéticos y a temperaturas tan bajas como -70°C y menores, no obstante, se
corrobora que con la técnica adecuada y el apego estricto al proceso disefiado. Dicho en otras
palabras el cuidado a los detalles como el amortiguar el pH de los antibidticos, el tiempo que
debe llevarse cada grado centigrado al descender la temperatura, el criopreservante elegido,
etc., marca la diferencia entre el éxito y su contraparte en el manejo y conservacion de 6rganos
y tejidos.

Fase 4: El comportamiento microbioldgico de la flora encontrada en el tejido posterior a su
desinfeccién y criopreservacion se considera producto de dos factores principales, primero a la
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resistencia cada vez mayor de la flora bacteriana nativa a distintos farmacos incluso a procesos
como la ultracongelacion, que es dificil y segundo la posibilidad de contaminacion en el
proceso de traslado y siembra, que pese a la minuciosidad de la técnica, es el factor méas
posible para la presencia de bacterias en los cultivos de la piel en cuestion.

Fase 5: La actividad mitocondrial aunque muy escasa, se considera que esta presente, esto,
pese a la gran cantidad de horas de isquemia que presento incluso antes de ser obtenida y a
los procedimientos a los que fue sometida. Es alentadora la resistencia de éste 6rgano, que
mantiene su metabolismo activo mucho tiempo después de que otros érganos han perecido e
incluso comienzan su descomposicion y lisis. No obstante a lo obtenido, la piel no tiene la
suficiente actividad mitocondrial para comportarse como un injerto en caso de ser esto posible
y necesario, no obstante, si lo es para usarse como cubierta cutanea temporal.

Cabe mencionar que el andlisis estadistico debe tomarse con reservas debido al tamafio de la
muestra y que el estandar para comparar la actividad mitocondrial fue en base a los
establecido en la literatura, pues por fines éticos y de logistica, no se pudo conseguir piel
humana sin isquemia o de minutos de isquemia para tener una linea base propia, que pudo ser
mas util para este ensayo. Los estudios realizados previamente por otros autores nos fueron de
gran provecho dar significado a nuestros resultados y pese a que desafortunadamente so6lo
pudo compararse con dichas fuentes la densidad 6ptica obtenida en el nuestro ensayo MTT, es
un analisis valido.

Fase 6 a la 8: La histologia de cada una de las situaciones de la piel de roedor (Cubierta
cadavérica, autoinjerto y lesién a libre evolucién) fue revisada y analizada, de las cuales se
obtuvieron las variables pueden representar el comportamiento de la cubierta cutanea
cadavérica Yy asi poder ser comparada entre los distintos grupos representativos de los
distintos cadaveres, tiempos y situaciones ya establecidas en la metodologia.

De lo obtenido, se establecié que existe escasa diferencia estadistica entre los grupos en la
mayoria de las variables excepto la Uniformidad de la Epidermis y la Proliferacion de
Fasciculos de Colagena de la Piel, que pudiese traducirse en la eficacia de la cubierta
cadavérica para obtener una cicatriz mas homogénea y reducida.

Visto de otro modo la cicatrizacién normal observada en la lesion cubierta con la piel del mismo
roedor llamada autoinjerto distancié escasamente de la lesidon con cubierta cadavérica que
pudiese indicarnos positivamente la eficacia de la cubierta cutdnea pues el autoinjerto tiene el
beneficio de ser obtenido y colocado a los pocos minutos de isquemia ademas de provenir del
mismo receptor lo que le confiere un rechazo nulo, caracteristicas que deben ser consideradas
como ‘ideales” para una cubierta cutanea incluso permanente, sin embargo, se encontré
también poca diferencia contra la lesién dejada a libre evolucién, que para algunos seria la
peor de las circunstancias en cuanto la homeostasis, este fendmeno puede ser resultado de el
tamafio de la lesion realizado que fue pequefia y en el mismo roedor donde ser corrieron las
otras situaciones, hechos que de otra forma hubiesen resultado en mayor nimero de animales
involucrados y mayor sufrimiento a los mismos, objeto que se evitdé a toda costa, por
normatividad y por ética.

Fase 9: La presencia de vasos sanguineos de neoformacién pese a su baja diferencia
estadistica entre los diferentes grupos, su sola presencia puede ser considerada al igual que
otras variables, un signo positivo de regeneracion, que significa un punto a favor del
comportamiento de la piel cadavérica como cubierta cutdnea temporal.
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CONCLUSIONES:

Fase 1. Piel cadavérica inmediatamente fijada en formol después de obtenida previo a
desinfeccion y criopreservacion sometida a revision histolégica con tincién basica de
Hematoxilina- Eosina.

Las pieles contaron con los estratos epidérmicos minimos que son de 4 a 7 incluyendo el basal
y el corneo.

Todas presentan infiltrado inflamatorio escaso.
Fasciculos de colagena de predominio en dermis superficial.

Anexos cutaneos conservados, que incluye: unidades pilosebaceas escasas, vasos
sanguineos y nervios.

Fase 2: Resultados de los cultivos bacteriolégicos de las pieles previos a desinfeccion y
criopreservacion.

Se presentan agentes que en su mayoria pertenecen a la flora nativa, no obstante presentan
algunas bacterias resistencia a mdltiples antibidticos, lo que la puede reclasificar en patdgena.

Un solo resultado presenta crecimiento para Klebsiella pneumoniae, que de igual forma
presenta un comportamiento de resistencia a antibiéticos mas comunes.

No se presentan otros patbgenos.

Fase 3. Piel cadavérica fijada en formol después del proceso de desinfeccién y
criopreservacién sometida a revision histoldgica con tincion basica de Hematoxilina- Eosina.

Las pieles, posterior a los procedimientos conservaron sus caracteristicas histolégicas casi por
completo salvo la presencia escaso incremento en la espongiosis, no obstante en ningln otro
elemento de los tejidos se observan cambios significativos.

Fase 4: Resultados de los cultivos bacteriolégicos de las pieles posteriores a desinfeccién y
criopreservacion.

Los cultivos reportan en su mayoria con enterobacterias y flora propia de la piel sin embargo
las primeras se presentan resistencia a multiples antibiéticos por lo que se pudiese llegar a
considerarles patégenas en personas con Compromiso inmune.

Fase 5: Piel cadavérica correspondiente a los 5 cuerpos que Unicamente fue descongelada
para la realizacion del ensayo MTT.

El analisis estadistico aplicado para este estudio tomando en cuenta el tamafio de la muestra
se decide utilizar ANOVA, Util para estudios experimentales con muestras pequefias y pocas
variables.
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El resultado obtenido del analisis de los resultados mostré que la densidad Optica captada por
el espectrofotometro tuvo diferencia significativa con el control negativo en donde la cual fue
nula, que indica que no existe actividad mitocondrial, el graft, que es una cubierta cutanea
temporal acelular a base de intestino de porcino mostr6 actividad mitocondrial nula y el papel
mostré el mismo comportamiento. La mayoria de las pieles de los distintos cadaveres
presentan poca diferencia positiva en la densidad 6ptica lo cual se traduce en escasa actividad
mitocondrial, que persiste pese a la isquemia prolongada, tratamiento desinfectante y
criopreservacion, lo cual puede traducirse en que el manejo y la criopreservacion fue realizada
de manera adecuada.

Fase 6 a la 9: La revision histologica de la piel con las caracteristicas planteadas en la
metodologia revelé datos que fueron codificados para su analisis estadistico mediante el
programa SPSS 16.0, con el que se aplicaron distintas pruebas estadisticas a éstos datos. La
mayoria de las pruebas estadisticas realizadas presentan un comportamiento anormal debido
al numero reducido de la muestra lo que no permite una clara comparacion entre los grupos
estudiar. Debido a esto se decide utilizar la prueba estadistica ANOVA, util para realizar
andlisis comparativos entre pocas variables y muestra pequefia, presente en éste estudio.

Dados los resultados, mediante la prueba estadistica ANOVA, se observa que el grupo con la
cubierta cadavérica presenta mayor uniformidad en la epidermis, es decir, las zonas
recuperadas luego de la lesién provocada es mas regular y por ende quedan menos zonas
denudadas.

Presenta también una diferencia estadistica aceptable en la proliferacién de fasciculos de
colagena que tiende a ser menor en el grupo de la cubierta cadavérica. Lo que se traduce en
una resolucién de la lesion mas controlada que se reflejara en una cicatriz con menos
proliferacién que pudiese distorsionar la arquitectura de la piel.

En las deméas variables como son, Tipos de Muestra y Numero de Dias Desde Intervencion en
la Piel de las Ratas, contra Remanentes Tisulares de la Cicatrizacién Primaria, Presencia de
Vasos Congestivos, Caracteristicas del Infiltrado Inflamatorio Agudo, Caracteristicas del
Infiltrado Inflamatorio Crénico, no presentan diferencia estadistica importante, por otro lado en
su andlisis parcial por segmentos se observa que: hay mayor presencia de infiltrado
inflamatorio agudo y crénico asi como presencia de vasos congestivos en etapas tempranas de
la aplicacion de la cubierta cadavérica (3 y 7 dias) y una mayor cantidad de capas celulares en
la epidermis sobre la lesion en donde se aplicd la cubierta cadavérica y que se hace mas
evidente a los 7 y 14 dias. Los remanentes celulares no jugaron un papel importante pues no
se pudo relacionar con un mejor 0 peor comportamiento de la cubierta cutanea.

Fase 9: Proliferaciébn de Vasos Sanguineos de Neoformacion (CD31), En cuanto a la
proliferacién de vasos sanguineos marcados con CD31, el mayor pico se dio en las muestras
con autoinjerto y en particular en aquellas con 7 dias después de la intervencién en la piel de
las ratas, seguidas de las que se manejaron con la cubierta cadavérica en el mismo lapso de
tiempo. En las pruebas de significancia estadistica no presenta diferencia significativa con los
grupos estudiados.

Teniendo en cuenta lo obtenido en éste protocolo, del cual puede concluirse que la piel
cadavérica con isquemia prolongada pudiese muy posiblemente ser utilizada como cubierta
cutanea temporal si se mejoran y contemplan estrictos estdndares como los criterios de
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exclusion, mejorando y apegandose estrechamente a la metodologia para el manejo del tejido.
Sin embargo considero que hace falta mucha mas investigaciéon en ésta linea, con el fin de
encontrar cubiertas cutaneas temporales a bajo costo y en gran cantidad para cubrir las
demandas que por desgracia son crecientes, queda entonces en la mesa el disefiar otros
modelos de investigacion y el presente protocolo para quien pueda y quiera ampliarlo con la
meta Unica de mejorar las expectativas y la calidad de vida para aquellos que
desafortunadamente han quedado desprovistos de éste complejo, hermoso y tan eficaz 6rgano
gue es la piel.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLO DE
INVESTIGACION CLINICA.

MEXICO D.F. A DE DEL

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado
EVALUACION DE LA EFICACIA DE LA PIEL DE CADAVERES CON ISQUEMIA
PROLONGADA UTILIZADA COMO CUBIERTA CUTANEA TEMPORAL EN UN MODELO
ANIMAL.

Registrado ante el comité local de investigacion con el nimero: 114.10 (UNAM/ISSSTE)

El objetivo del estudio es investigar el comportamiento de la piel cadavérica utilizada como
cubierta cutdnea temporal con el fin de ampliar los recursos terapéuticos a futuro para
personas que tengan dafio extenso en la piel.

Se me ha explicado que mi participacidn consistira en autorizar la toma de 1 biopsia de piel de
4.5 x 4.5cm en la zona paraescapular (espalda alta) del cuerpo de mi familiar con nombre:

Declaro que se me ha informado sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participacién en el estudio que consiste en esperar 20 a 30 minutos
para la entrega del cuerpo de mi familiar.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, previo a la toma de las muestras.

El investigador responsable me ha dado seguridades de que no se nos identificara ni a mi o a
mi familiar en las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los
datos relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También se ha
comprometido a manejar el cuerpo de mi familiar de manera cuidadosa y respetuosa al
momento de realizar la toma de las muestras arriba descritas.

Nombre y firma del familiar del paciente.

Dr. Julio Cesar Plascencia Beltran 4613442

Nombre y firma y matricula del investigador responsable.

Testigo 1 Testigo 2
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