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RESUMEN

HERAS ROMERO YESSICA ROSALINDA. Elaboracion de un liofilizado de epiplén de origen
canino y su evaluacion como cicatrizante de heridas quirurgicas criticas en ratas. (Bajo la direccion

de los Drs. Gilberto Chavez Gris, Francisco Javier Basurto Alcantaray Alfredo Cortés Arcos).

La cicatrizacion es una secuencia de eventos que se desencadenan como respuesta a una lesion
tisular y que comprende la participacion de factores humorales y celulares en la reparacion del
tejido lesionado. Estos eventos pueden alterarse en algunas ocasiones por la presencia de cuerpos
extranos, infecciones o problemas vasculares. En la actualidad se han utilizado biomembranas
para acelerar el proceso de cicatrizacion en la piel. En este trabajo se caracterizé y evaludé un
liofilizado de epiplon canino. En la caracterizacion del epiplén liofilizado se determind que las
variantes genéticas de la colagena fueron: tipo |, I, V, VIl y XIV. Se detectd que un 18.6% de la
muestra fue proteina de la cual el 85.05% correspondia a colagena y el 14.95% a Hidroxiprolina
(HOpro). En la evaluacién biolégica se emplearon 66 ratas Wistar, a las que se les extirpd una
porcién de piel mediante incisiones quirurgicas en la regién dorsal, bajo anestesia general. Con los
animales se formaron tres grupos para comparar los efectos cicatrizantes del epiplén liofilizado con
los del Acexamato de sodio (Recoverdn™™®) y sin tratamiento (grupos A, B y C respectivamente). La
valoraciéon de las heridas se hizo en diferentes dias del tratamiento mediante: observacion
macroscopica, analisis histopatolégico, inmunohistoquimica y prueba de resistencia a la tension en
piel. Los resultados mostraron que el tiempo de cicatrizacion en el Grupo A fue menor comparado
con los otros dos Grupos. La histopatologia mostré que en los animales del grupo A, al dia 17 de
cicatrizacion, la epidermis se manifestd con una tendencia a lo normal y la dermis presenté una
estructuracion de colagena mas homogénea y sin infiltrado celular; mientras que en las heridas del
Grupo B y C se observé una falta de remodelacién en la epidermis, asi como un retraso
considerable en el proceso de cicatrizacion; en el grupo C se aprecié ademas, infiltracion de
células inflamatorias. La inmunohistoquimica mostré6 que los marcadores VEGF y AAML se
manifestaron con mayor intensidad en el Grupo A, que en los Grupos B y C, mientras que el factor
TGF-B se manifestd con mayor intensidad en el Grupo C, que en los Grupos Ay B. En la prueba de
resistencia a la tensién en piel, fue evidente que las muestras de los grupos A y B presentaron
valores de presion en mm de Hg mayores a los del grupo C lo cual sugiere que las heridas del
Grupo A fueron mas resistentes a la tension que las heridas del grupo C. Estos resultados sugieren
que el epiplon liofilizado de origen canino promueve una mejor cicatrizacion de heridas criticas en

la piel de ratas, tanto en tiempo de resolucion, como en calidad.



1. INTRODUCCION
1.1 Aspectos generales de la piel

La piel tiene un sistema fisico-quimico equilibrado y altamente estable, es el 6rgano mas
extenso del cuerpo, responsable de multiples funciones, entre las principales estan:
proteccion y aislamiento, termorregulacién, percepcién sensorial, control de la presién
arterial, secrecidn, excrecion, sintesis de Pelo

vitamina D, almacenamiento, pigmentacion, Epidermis
ademas indica algunos signos de enferme-

dades sistémicas. Basicamente, la piel esta /] %
formada por dos capas: la epidermis y la bt | @/ !

dermis. La hipodermis corresponde al tejido

5

subcutaneo sobre el que descansa la piel,

conformando entre ambas una misma unidad Hipodermi

I.'],Z

morfoldgica y funciona (Figura 1) Figura 1. Capas de la piel

1.1.2 Epidermis

La epidermis es la porcibn mas externa de la piel, esta constituida por un epitelio
escamoso estratificado que se queratiniza y origina los apéndices (ufias, pelos, glandulas
sebaceas). Presenta tres tipos celulares: queratinocitos, melanocitos y células de
Langerhans; ocasionalmente pueden encontrarse células de Merkel y células indetermina-

das. La epidermis constituye el 5% del espesor total de la piel.>*°

1.1.3 Unidon dermoepidérmica

La estructura, funciones y composicion quimica de esta unién es compleja.
Estructuralmente son cuatro componentes: a) membranas celulares de las células basales
con sus complejos de unién “hemidesmosomas”; b) un espacio claro; c¢) la lamina basal y
d) los componentes fibrosos asociados a la lamina basal, fibrillas de fijacion, microfibrillas
dérmicas vy fibras de colagena. Esta union es semipermeable, permite el intercambio de
células y liquidos, entre la epidermis y la dermis; también actua como soporte estructural

para la epidermis y proporciona cohesién a la unién entre la epidermis y la dermis.>



1.1.4 Dermis

Es responsable de la fuerza estructural de la piel, se ubica en la parte intermedia de ésta
y se compone en su mayoria de tejido conectivo fibroso, que contiene las redes nerviosas,
vasculares y los apéndices cutaneos formados por la epidermis; los principales tipos

celulares de la dermis son fibroblastos, macréfagos, mastocitos y linfocitos.®

La colagena tipo | es el componente primordial de la dermis, este material es resistente a
la presion y actua como proteina estructural en todo el organismo, corresponde al 70% del

peso de la piel en seco.®

Los fibroblastos tienen gran capacidad para sintetizar y proliferar; el principal producto de
su sintesis es la molécula de tropocolageno, que al ensamblarse forma fibrillas de
colagena tipo lll principalmente; los fibroblastos también sintetizan fibras elasticas de
reticulina y sustancia fundamental de la dermis que son el sostén de las fibras de

colagena, elasticas y de las células.®

La vascularizacion de la piel consta de un plexo superficial, el cual atraviesa la dermis
paralelamente a la epidermis y proporciona a las papilas dérmicas una rica red de
capilares, arteriolas terminales y vénulas. El plexo profundo se localiza en la porcién
inferior de la dermis junto al tejido subcutaneo, estd compuesto por vasos de mayor
calibre, la epidermis es avascular y su nutricion se da por difusion simple; los vasos

linfaticos dérmicos se encuentra asociados al plexo vascular.’

La dermis es rica en terminaciones nerviosas, el tacto y la presion estan mediados por los
corpusculos de Meissner y de Pacini (mecano-receptores), mientras que la temperatura y
el dolor son transmitidos por fibras nerviosas amielinicas que terminan en la dermis
papilar y alrededor de los foliculos pilosos. Las fibras adrenérgicas post-ganglionares del
sistema nervioso autbnomo regulan la vasoconstriccion, la secrecién de las glandulas

apocrinas y la contraccién de los musculos erectores del pelo.’
1.1.5 Tejido celular subcutaneo

Es la capa mas interna de la piel, compuesta por l6bulos de adipocitos separados por

tabiques fibrosos formados por colagena y vasos sanguineos de gran calibre.’



1.2 Proceso de cicatrizacion en la piel

Una herida es una solucion de continuidad en los tejidos. Los mamiferos en su evolucion
filogenética, perdieron la capacidad de regenerar miembros o tejidos; hoy soélo conservan
la posibilidad de reparar las lesiones de sus tejidos a través del proceso de cicatrizacion,

es decir, con un tejido similar aunque no idéntico.?

En los mamiferos, se restablece la integridad del tejido perdido a través de la formacion
de una cicatriz de colagena; cualquier tipo de lesion desencadena una cascada compleja
de procesos celulares y bioquimicos que dan lugar a la cicatrizacion de la herida. El
proceso de cicatrizacion se divide en: inflamacion, formacion de tejido de granulacion y
finalmente la remodelacion; las tres fases no son mutuamente excluyentes, sino que se

sobreponen en el tiempo siguiendo una cronologia.®

En cuanto a la fisiopatologia de la cicatrizacién, el proceso puede tener una formacion
insuficiente de tejido conjuntivo, una destruccion excesiva de la cicatriz o bien,
combinacion de las dos. Las ulceras, son heridas con deficiente cicatrizacion, las hay de
tipo vasculares, neuropaticas o multifactoriales; el caso contrario son las cicatrices
queloides, en donde el depdésito de tejido conjuntivo es exagerado, formando una cicatriz
de tamafo desproporcionado, en comparacion con la gravedad de la lesién, dicha cicatriz
continda creciendo durante periodos prolongados y no es reversible en situaciones sin

tratamiento.®
1.2.1 Eventos de inflamacion durante el proceso de cicatrizacién

Las primeras reacciones del organismo, a la separacién de tejidos normalmente
asociados, como la apertura de la barrera cutanea y dafno a los vasos sanguineos, son la

vasoconstriccién, adhesién de células y coagulacién.”
1.2.1.1 Hemostasia

La ruptura de los vasos deja expuesta la colagena subendotelial, lo que provoca la
agregacion de las plaquetas y la activacion de la via intrinseca de la cascada de la
coagulacion. El contacto entre la colagena y las plaquetas, asi como la presencia de
trombina, fibronectina y sus fragmentos, provocan la liberacion de una serie de

mediadores, incluyendo factores de crecimiento que activaran y reclutaran células



participantes en el proceso cicatrizal. Los efectos de las plaquetas en la cicatrizacion se

encuentran resumidos en el Cuadro 1."
1.2.1.2 Citocinas que participan en la cicatrizacion

De las citocinas secretadas en el proceso de cicatrizacion se encuentran: la interleucina-1
(IL-1) y factor o de necrosis tumoral (TNF-a, del inglés: Tumor Necrosis Factor-a), y
factores de crecimiento celular a partir de las plaquetas como el Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas (PDGF, del inglés: Platelet Derived Growth Factor) y Factor de
Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF, del inglés: Vascular Endothelial Growth
Factor), cuyo efecto se resume en el Cuadro 2."> ™

Paralelo al proceso de agregacion plaquetaria y activacion de la via intrinseca de la
cascada de la coagulacién, se lleva a cabo la formacion del coagulo de fibrina, que
ademas de ser importante para sellar temporalmente la herida, proporcionara una matriz
para la migracion de neutréfilos, monocitos, fibroblastos y células endoteliales; sin
embargo, la migracion de estas células perjudica la cicatrizacion de la herida, ya que
aumenta la cantidad de restos celulares a ser eliminados por los procesos celular e
inflamatorio, incrementando el espacio muerto en la herida y proporcionando un medio

excelente para el crecimiento bacteriano.'
1.2.1.3 Migracién de células granulociticas

En esta primera fase de inflamaciéon conocida como Fase Temprana, la migracion celular
hacia el interior del tejido ocurre de forma secuencial, el incremento de la permeabilidad
vascular y la liberacibn de prostaglandinas, junto a la liberacibn de sustancias
quimiotacticas como los Factores del Complemento, la IL-1, el TNF-a, el Factor § de
Crecimiento y Transformacion (TGF-B, del inglés: Transforming Growth Factor-f) a las
pocas horas de haberse producido la herida, el Factor Plaquetario IV y los productos
bacterianos, estimulan la migracion de células granulociticas polimorfonucleares:
neutréfilos principalmente, eosinéfilos y baséfilos,™ las cuales se adhieren al endotelio de
los vasos sanguineos, secretan enzimas proteoliticas como elastasa, hidrolasa acida,
lactoferrina, colagenasa y lisozima; estas enzimas facilitan la penetracion de las células a
través de las paredes de los vasos. Los polimorfonucleares también son encargados de

una primera limpieza en la zona de la herida, eliminando bacterias por fagocitosis,



mecanismos enzimaticos y de radicales de oxigeno;'? la permanencia de este tipo celular

depende del dafio en el tejido y de la presencia o ausencia de infeccion.'

El segundo tipo de células que migran hacia la herida son los monocitos, atraidos por

fragmentos de colagena, elastina, fibronectina, trombina activa y TGF- p."”

Una vez que el monocito llega a la zona del dafio y se activa, recibe el nombre de
macrofago; los macréfagos refuerzan la limpieza comenzada por los polimorfonucleares,
son capaces de fagocitar y digerir materia extrana, ademas de secretar enzimas
proteoliticas como colagenasas que facilitan la limpieza."® Los macréfagos se adhieren a
componentes de la Matriz Extracelular (MEC), la adherencia induce la expresion del
Factor 1 estimulante de colonias (necesario para la sobrevivencia del macréfago), TNF-a
y PDGEF; otras citocinas son también sintetizadas, pero su expresion es independiente a la
adhesion, éstas son el TGF-B, IL-1, el Factor de Crecimiento Similar a la Insulina (IGF, del
inglés: Insulin-like Growth Factor) y del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF, del
inglés: Epidermal Growth Factor); esta interaccion asegura la existencia de citocinas a

nivel de la herida.™

Toda esta gama de factores son necesarios para iniciar la formacion de tejido nuevo. Los
macrofagos permanecen en la herida varias semanas, lo cual indica su presencia en las
tres fases de la cicatrizacion: Inflamacién, Formacion de tejido de granulacién y la fase

final de Remodelacion, siendo el macréfago el puente entre ellas.””
1.2.1.4 Epitelizacion

La epitelizacion es un proceso que se refiere al recubrimiento de la herida con un nuevo
epitelio; la epitelizacién comienza 12 horas después del dafio y se caracteriza por ir desde
la formacion de una matriz provisional por donde migran los queratinocitos hasta la
repoblacién de células especializadas,”® creando una lamina basal compuesta de

proteoglicanos, protocolageno y tropocolageno.?'

Las tres principales fases de la epitelizacion son: migracion de células por matriz

provisional, mitosis y maduracién de las células recién generadas.?

En el dafno epitelial las células pierden contacto entre si mismas, se pierden los

desmosomas, que son estructuras que conectan células y proveen asi la fuerza de



tension en el epitelio. Aunado a esta pérdida de estructura, la expresion de factores de
crecimiento estimulan movimiento y proliferacién de queratinocitos para hacer contacto
con las células del otro lado de la herida; estos factores incluyen la familia de receptores
EGF, FGF y TGF-p.#2

El paso final de la epitelizacién es la maduracion de la epidermis, que da lugar a la dife-

renciacion de células con funciones sensoriales, de pigmentacion y de barrera inmune.?

Los neutrdfilos y los linfocitos sufren una apoptosis y son fagocitados por los macréfagos;
los espacios de tejido conjuntivo que inicialmente se habian llenado con proteoglicanos,
protocolageno y tropocolageno, empiezan a mostrar delgadas fibrillas de colagena
claramente diferenciadas, que se disponen de forma paralela al eje longitudinal de los
fibroblastos. Los capilares en desarrollo, que crecen entre los fibroblastos inmaduros
rodeados por tropocolageno, el cual se condensa para formar una estructura de soporte

para las fibrillas de colagena tipo I, IV y V."®

A medida que la cicatrizacién continia, muchos de los capilares formados, primero se
transforman en vasos de mayor tamano o dejan de funcionar y desaparecen. Los
conductos linfaticos se desarrollan de un modo similar a los vasos sanguineos, pero de
forma mas lenta, por lo que el drenaje linfatico de la herida no es bueno durante la fase

inicial de la cicatrizacion.?
1.2.2 Formacién de Tejido de Granulacién

El tejido que ocupa el espacio dejado por la herida, llamado tejido de granulacién, es una
mezcla de asas capilares en ramificacion rodeados por células mesenquimatosas y MEC.
El tejido de granulacién, ademas de las células inflamatorias ya mencionadas, consiste en
la aparicion de otros tipos celulares como histiocitos, fibroblastos, fibrocitos, células
plasmaticas, células cebadas, angioblastos y miofibroblastos, estas células llegan a partir
del cuarto dia y nuevamente son tres los factores principales que intervienen para la
formacion de este tejido: las citocinas, con actividades mitogénicas, quimioatrayentes y
reguladoras; el nivel de actividad de las células blanco y la MEC presente.?

Los macréfagos, los fibroblastos y los angioblastos migran juntos al sitio de la lesién. Los
macrofagos proveen las citocinas necesarias para estimular la formacién de la nueva

MEC (fibroplasia) y angiogénesis; los fibroblastos sintetizan los componentes de esa



nueva matriz, los angioblastos promueven la formacion de vasos sanguineos de
neoformacion para facilitar la oxigenacion y transporte de nutrientes necesarios para que

las células lleven a cabo esta fase de la cicatrizacion.®

1.2.2.1 Fibroplasia

La fibroplasia es una mezcla de fibroblastos y MEC, el proceso comienza con la matriz
provisional que sirve de estructura y reserva de citocinas (FGF, TGF-B, IL-4) para la
diferenciacion de los fibroblastos. Los fibroblastos modifican la MEC con la sintesis y
depdsito de componentes de MEC, esta matriz afecta a los fibroblastos regulando su
funcién incluyendo su habilidad para sintetizar y depositar componentes de MEC.?* Este
proceso se explica mejor con el ejemplo de la relacion PDGF-Fibroblastos; el PDGF
estimula la migracion de los fibroblastos y regula la aparicion de integrinas, por su parte la
MEC altera la regulacioén ejercida por este factor de crecimiento, cuando los fibroblastos
se encuentran en una matriz rica en fibronectina o fibrina; asi los fibroblastos responden a

PDGF dependiendo de la MEC en la que se encuentren.'® %

Una vez instalados los fibroblastos en la herida, gradualmente aumenta su sintesis de
proteinas: fibronectina y colagena tipo | y tipo lll. Los factores de crecimiento
responsables de inducir este proceso son TGF-f§ y en menor cantidad de IL-4, producida
por las células cebadas de la herida®. Cuando ya se ha depositado suficiente colagena en
la herida, los fibroblastos cesan su produccion aun cuando continlie una alta expresion de
TGF-B, la cual indica la existencia de un factor que suprime la sintesis de proteinas de
MEC en los fibroblastos, éste es el INF-\(,27 ademas de existir inhibicion por la misma

matriz de colagena.

1.2.2.2 Angiogénesis

La angiogénesis es dependiente de la fibroplasia, ya que sin la formacién de nuevos
vasos sanguineos, la fibroplasia no podria llevarse a cabo y sin una adecuada matriz
extracelular, los nuevos vasos no podrian formarse. Las células endoteliales cercanas al
estimulo angiogénico comienzan a migrar proyectando pseudépodos a través de la
membrana basal fragmentada, posteriormente, las células siguen migrando por el espacio
perivascular, proveyendo una fuente de células suficientes para la angiogénesis. Para que
suceda una apropiada formacién de vasos sanguineos es necesaria la existencia de una

adecuada MEC, asi como determinadas citocinas para la migracion y proliferacion de las



células endoteliales. Hasta ahora, los factores encontrados para realizar dicha tarea son:
FGFa y FGFb principalmente, pero también participan TGF-3, TNF-a, VEGF,
Interleucina — 8 (IL-8), PDGF y &acido lactico.?®

Se ha demostrado la accion estimulante de la fibronectina en la proliferacion de células
endoteliales y que el PDGF tiene capacidad de ser, tanto quimioatrayente como

mitogénico para este tipo celular.?®

La angiogénesis se desencadena a partir del dafio tisular, las enzimas proteoliticas
presentes degradan las proteinas de MEC danadas, incluyendo la fibronectina. Los
fragmentos de fibronectina y otros productos de degradacion atraen células inflamatorias
que secretan FGF como respuesta; esto origina una sintesis del activador del
plasmindégeno y la procolagenasa para activar la colagenasa. Los componentes de la
membrana basal son degradados permitiendo la migracion de las células endoteliales
sobre una matriz rica en fibrina y fibronectina. A partir de este momento, se empiezan a
formar tubos en donde se expresan integrinas de tipo avp3 que facilitan la adhesién y
migracion de células endoteliales para la formacién de un nuevo vaso sanguineo. La
matriz provisional de esta neovasculatura desaparece finalmente, substituyéndose por la
verdadera membrana basal. Sin embargo, los nuevos vasos sanguineos sufren una
involucién en la ultima fase de la cicatrizacion, mediada por apoptosis de células
endoteliales y por la pérdida de interacciones con la MEC regulada por integrinas y

mecanismos que muy posiblemente estén relacionados con la accién de proteinasas.?®
1.2.3 Remodelacién

La remodelacion se resume como la transicién de la matriz provisional a una cicatriz rica
en colagena, acompanada de maduracion celular y apoptosis, que en conjunto forman la
ultima fase del proceso cicatrizal. La remodelacion comienza cuando la MEC se deposita
al lado del tejido de granulacién en desarrollo; después la MEC toma una posicién central
cuando el tejido de granulacién crece en la herida. La composicién y estructura de la
matriz extracelular depende del tiempo transcurrido a partir del dafo al tejido y de la
distancia de la que esta del centro de la herida; asi como también depende de los tipos
celulares, proteinas de matriz extracelular, citocinas y enzimas presentes durante la
cicatrizacion. A este proceso complejo de interaccion, retroalimentacion y control de

células-citocinas-enzimas-matriz, se le ha llamado Reciprocidad Dindmica.?® La remode-



lacion se lleva a cabo mientras el tejido de granulacion invade la herida; cuando éste la ha
cubierto con una nueva epidermis, los fibroblastos se transforman en miofibroblastos
contrayendo la herida y las células de la epidermis se diferencian restableciendo la
barrera de permeabilidad. Las células endoteliales son las primeras en presentar
apoptosis, seguidas de los miofibroblastos. Los cambios en la MEC se presentan aun

meses después iniciada la cicatrizacion.?°
1.3 Colagena

Las células de la piel se recambian constantemente estructurandose en una matriz de
colagena; la colagena es el mayor constituyente de todas las matrices celulares y el mas
importante del sistema cutaneo, constituye el 25% de las proteinas totales en los
mamiferos, actia como soporte celular conservando la estructura fisica de los 6rganos
internos y del tejido conectivo. La coldgena pertenece a una familia de glicoproteinas de
triple hélice que se encuentran en la matriz extracelular, pueden ser homo o
heterotrimétricas, y estan compuestas de diferentes cadenas alfa; se conocen al menos

25 cadenas alfa diferentes, codificadas en diferentes genes.30

Las cadenas alfa tienen en comun la presencia frecuente de secuencias Gly-X-Y, lo que
permite a la molécula plegarse en triples hélices. Por lo general, la colagena es resistente
a la lisis no especifica, por lo que se requiere de enzimas llamadas colagenasas para su
digestion y recambio. La diferencia entre los tipos de colagena reside en el tamario,
numero de dominios colagenosos y su contenido de regiones no colagenosas. Los
diferentes tipos de colagenas se han dividido en cuatro clases: colagenas fibrilares con
triples hélices continuas (tipos I, Il, lll, V y Xl); colagenas fibrilares con hélices
discontinuas (tipos VI y VII); colagenas fibrilares con hélices discontinuas que forman una
malla en la lamina densa y membrana basal (tipo 1V); y colagenas no fibrilares (tipos VIl y
XVII1).2% 31

1.3.1 Deposicion de coldgena durante la cicatrizacion

Una de las caracteristicas principales de la colagena es su capacidad para polimerizarse
formando agregados fibrilares para proveer de resistencia a la herida. El primer tipo de
colagena en depositarse durante la cicatrizacion es el tipo Ill. A partir del quinto dia de

iniciado el proceso de cicatrizacion, la colagena tipo | aparece, lo que concuerda con el



incremento en la resistencia de la herida; la colagena tipo | gradualmente va a reemplazar
a la colagena tipo lll. Los dias donde hay mayor cantidad la colagena, es entre los 5 y 14;
terminado este periodo, la sintesis y depdsito de colagena son reguladas por la
degradacion de la molécula de colagena y la inhibicion de la actividad de los fibroblastos.
La colagena tipo V aparece en los dias en que la angiogénesis se esta desarrollando, lo
que manifiesta que existe una asociaciéon de esta proteina con las células endoteliales. La
colagena tipo VI aparece a las dos semanas después del dano, la secretan los
fibroblastos y las células endoteliales, en adicién a su funcion estructural, la colagena
también ejerce efecto sobre las células que participan en el proceso de cicatrizacion. La
matriz extracelular rica en colagena, altera la funcion de varios tipos celulares, ya que los
fragmentos de colagena sirven como quimioatrayentes para fibroblastos; la matriz de
colagena reduce la sintesis de colagena y la proliferacion celular e inducen la sintesis de
colagenasas. La colagena facilita la adhesion de factores de crecimiento como el FGF o
TGF-p y funciona activandolos o desactivandolos; todas estas caracteristicas de la
proteina implican a la colagena como un miembro importante para la regulacion y
reparacion de la integridad del tejido después de un dafio.?* *

Una vez depositados los distintos tipos de colagena durante la remodelacion, los
miofibroblastos son fibroblastos con caracteristicas de células de musculo liso y participan
contrayendo la herida; los miofibroblastos tienen un citoesqueleto rico en actina y se
encuentran en forma alineada a lo largo de la herida. Para que la contraccion se lleve a
cabo, es necesaria la presencia de la matriz de colagena y de la expresién de receptores
de integrinas a2B1; a pesar de la presencia de los miofibroblastos, restablecer la fuerza
de tensién a niveles normales es un proceso lento que requiere del depésito de fibras de
colagena. Nuevamente, es un proceso que sera dependiente de la participacion de un
gran numero de moléculas y células, actuando en un ambiente de reciprocidad,
organizacién y dinamismo, capaz de llevar a cabo por el organismo en respuesta a un

dafio.®

1.4 Factores de crecimiento celular

Los factores de crecimiento celular participan de manera fundamental al inicio y en el
mantenimiento de la cicatrizacion. Las plaquetas degranulan y liberan PDGF, TGF-3, EGF

y factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1); estas sustancias estimulan la
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quimiotaxis de células inflamatorias, de fibroblastos, de células epiteliales y de las células

del endotelio vascular.*

Como se menciond anteriormente, los factores de crecimiento liberados por las células
inflamatorias, los fibroblastos, los macréfagos, las células epiteliales y otras, mantienen el
proceso de cicatrizacion, estimulando el crecimiento de los vasos sanguineos y la
formacion de colagena.

Los factores de crecimiento celular son sintetizados y secretados por muchos tipos de
células, estimulando la mitosis continua de las células inactivas en un medio completo sin
suero; estos factores de crecimiento pueden actuar sobre la propia célula productora
(autocrinos), sobre células cercanas (paracrinos, yuxtacrinos) o sobre células alejadas
(endocrinos). Todos los factores de crecimiento actuan uniéndose y activando receptores
proteicos especificos de gran afinidad, situados en la membrana de la célula diana; no
obstante los factores de crecimiento son degradados por las proteasas.*

Actualmente se han descrito cinco familias de factores de crecimiento que tienen un papel
potencial y fundamental sobre la cicatrizacion de las heridas: el Factor de Crecimiento y
Transformacion Beta (TGF-f), el Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) y
el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) pertenecientes a la misma
familia, el Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF), el Factor de Crecimiento Epitelial

(EGF) y el Factor de Crecimiento Similar a la Insulina (IGF).*®
1.4.1 Factor de Crecimiento y Transformaciéon Beta (TGF-B)

El factor de Crecimiento y Transformacion Beta (TGF-f, del inglés: Transforming Growth
Factor Beta), se sintetiza en los macréfagos, las plaquetas, los linfocitos, los fibroblastos,
las células 6seas y los queratinocitos. Casi todas las células poseen receptores para el
TGF-B; este factor es quimiotactico para los macréfagos, inductor de procolageno tipo | y
de fibronectina, inhibidor de las metaloproteasas y tiene un efecto antiproliferativo de las
células epiteliales. Lo anterior muestra un fenotipo fibrético, por lo que este factor de
crecimiento se encuentra involucrado en la patogénesis de la cirrosis y fibrosis

pulmonar.®

El TGF-B también inhibe el crecimiento de varios tipos celulares, incluidas las células
musculares lisas y los leucocitos, sin embargo es mitogénico para los fibroblastos; se

almacena en una forma latente y se activa por accion de la plasmina o por la existencia de
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un pH bajo a nivel de las heridas, el TGF-B estimula la quimiotaxis de las células
inflamatorias y la sintesis de matriz extracelular, es posible que sea el péptido regulador

de la cicatrizacién mas importante.*

1.4.2 Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) y Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas (PDGF)

El Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEFG, del inglés: Vascular Endothelial
Growth Factor) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, del inglés:
Platelet Derived Growth Factor) pertenecen a la misma familia, estos factores son
secretados por las plaquetas, las células de la placenta, los fibroblastos, las células
musculares lisas, las células del endotelio vascular y por los macrofagos. Es un potente
agente quimiotactico para los macréfagos y las células endoteliales; es un promotor
precoz de la migracién celular y de la fibrogénesis. EIl PDGF y el VEGF dan lugar a un
incremento en la formacién de tejido de granulacion en los gatos diabéticos y un
incremento en la cicatrizacion de ulceras de presion en los pacientes humanos. Bajo esta
linea de investigacion existen trabajos donde mencionan que el epipldn es el tejido
productor de la mayor cantidad del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), y
realiza investigaciones en el laboratorio en la extraccion y caracterizacion de los factores
de crecimiento en la fraccion soluble del epiplon, para poder aplicarlo a modelos

experimentales de isquemia en animales.*® %’

1.4.3 Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF)

El Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF, del inglés: Fibroblast Growth Factor) esta
unido a la heparina en la matriz extracelular de la mayoria de los tejidos; el FGF unido a
proteinas esta protegido de la proteolisis.*® Clark propone que la liberacién de heparinasa,

catepsina D y colagenasa durante la lesion tisular causa la liberacion de FGF."

El FGF actua como agente mitogénico sobre las células endoteliales, los fibroblastos, los
queratinocitos, los condrocitos y las células musculares lisas; en los modelos animales

induce la migracion celular, la neovascularizacion y la formacién de tejido de granulacion.
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El FGF es producido por los fibroblastos, los astrocitos, las células endoteliales, las

células musculares lisas, los condrocitos, los macréfagos y los osteoblastos.?®
1.4.4 Factor de Crecimiento Epitelial (EGF)

El Factor de Crecimiento Epitelial (EGF, del inglés: Epidermal Growth Factor) se sintetiza
en las células renales, las glandulas lagrimales, las glandulas salivales y los
megacariocitos; se encuentra en las lagrimas, la saliva y la orina. El EGF promueve la
cicatrizacion, estimulando la migracién y la division de las células epiteliales; incrementa
la sintesis de proteinas como la fibronectina que interviene en la adhesion y migracion

celular.®
1.4.5 Factor de Crecimiento Similar a la Insulina (IGF)

El Factor de Crecimiento Similar a la Insulina (IGF, del inglés: Insulin-like Growth Factor),
se encuentra unido de forma reversible a las proteinas de unién del IGF de alta afinidad
presentes en el suero; solo la forma libre de IGF es activa. Es un potente agente
quimiotactico para las células del endotelio vascular, lo que incrementa Ia
neovascularizacion, estimula la mitosis de los fibroblastos, los osteocitos y los condrocitos

y favorece la regeneracion dérmica y epidérmica.®
1.5 Biomembranas

Las heridas en piel normalmente desencadenan una cascada compleja de procesos
celulares y bioquimicos, que conducen de manera eficiente al restablecimiento de la
integridad del tejido perdido, a través de una cicatriz de colagena; pero en aquellas
heridas donde falta una gran porcién de tejido epitelial, la cicatrizacion es deficiente, de tal
forma representa un importante problema clinico, ya que tiene gran impacto sobre los
preceptos de salvar la vida, acelerar la cicatrizacion, evitar o reducir secuelas, ademas de

los gastos médicos.*

Para ello, se han empleado materiales con semejanza en las propiedades mas
importantes de la piel, y asi acelerar la reparacion de las lesiones o bien reemplazar el

tejido perdido.

1.5.1 Ultimos avances en la generacion de biomembranas
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Durante los ultimos afios, se ha logrado un gran avance en el tratamiento de heridas
donde falta una porcion importante de piel. Existen numerosos medicamentos que
aceleran el proceso de reparacion tisular, por lo que se han realizado diversas
investigaciones cientificas y trabajos técnicos en las dos ultimas décadas, con el propésito

de obtener biomembranas.*°

Desde el punto de vista biolégico, las biomembranas obtenidas hasta el momento no
cumplen con las caracteristicas de un material biomédico ideal, existen todavia
dificultades importantes desde el punto de vista inmunolégico y de la infectologia
principalmente (Cuadro 3). Sin embargo, en esta etapa transitoria, se ha obtenido un
notable adelanto terapéutico. De esta forma, el poder contar con una gran variedad de
sustitutos de piel, le permite al cirujano decidir entre las distintas opciones de materiales,
no sélo para las pérdidas tisulares de diversas etiologias, sino también para muchas otras
patologias tal vez menos graves pero de ninguna manera menos importantes, como las

Ulceras.*> 4!

1.5.2 Apdésitos sintéticos

Los apdsitos sintéticos, temporales son membranas de colagena acelular de capa unica,
son laminas delgadas biocompatibles y biodegradables por la colagenasa; estimulan el
anabolismo del lecho receptor y la preparan para recibir el trasplante autélogo; llevan el

nombre del laboratorio productor.*’
1.5.3 Apositos biolbgicos

Son membranas procedentes de una dermis natural, por ejemplo la humana, procesada

especialmente hasta obtener un material final acelular, pobremente inmunogénico.*?#?

Las membranas de cultivo, células cultivadas in vitro; son biopsias de piel tomadas de un
organismo vivo y sometidas a un cuidadoso y especial método de laboratorio para obtener
la reproduccién de células. En el caso particular de los sustitutos de la piel, consiste en
reproducir células epidérmicas, queratinocitos que proliferan ordenadamente en extensién
y aposicion, diferenciandose y formando membranas; es decir fibroblastos. En la practica
se aplican para su arraigo definitivo sobre la dermis o una matriz dérmica*, asi como

sobre diversas matrices biocompatibles.*?
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1.5.4 Injerto de epiplén

En los ultimos afos el epiplon fresco se ha utilizado como injerto para favorecer la

angiogénesis, en padecimientos donde ésta se ve disminuida o ausente.*®

Se ha utilizado el transplante de epiplon en varios padecimientos para tratar lesiones
medulares de diversos origenes, traumaticos o accidentes vasculares en el ambito
medular, con bastante éxito;*® también se han realizado trasplantes de epiplén sobre el
miocardio, estudio experimental en perros, confirmando su eficacia para su
revascularizacion,* el epiplén ha sido usado en forma de injerto libre, para la cobertura de
Ulceras en piel de diabéticos*” y en las fracturas expuestas de tibia, con buenos

resultados.*®

Lo anteriormente descrito, brinda una idea integral de las alternativas terapéuticas

utilizadas actualmente en el tratamiento de heridas con una importante pérdida de piel.
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2. JUSTIFICACION

Debido a que el epiplon posee, entre sus caracteristicas, una gran capacidad angiogénica
e inmuno-reguladora, asi como una alta concentracion de colagena. Por otro lado, se ha
demostrado que la utilizacion de colagena facilita la reparacion de tejidos mediante la
formacion de una matriz extracelular y organizacion tisular. Con el fin de obtener un
aposito biolégico, almacenable, de facil disposicién, capaz de disminuir el tiempo y
mejorar la cicatrizacion de heridas quirargicas en ratas, se elaboré un producto liofilizado

con epiplones de origen canino.

3. HIPOTESIS

e Si el empleo de epiplon fresco favorece el proceso de cicatrizacion de heridas en
piel mediante la activacién de la angiogénesis, entonces la utilizacion de epiplén
liofilizado conservard estas propiedades al ser utilizado como terapia de

cicatrizacion de heridas.

e Si el empleo de agentes cicatrizantes comerciales promueven una mejor
organizacion tisular en el proceso de cicatrizacién, los cuales se reflejan en el
tiempo de resolucién asi como en la calidad de reparacién de los tejidos, entonces
el empleo de epiplén liofilizado promovera un tiempo menor de resolucion, asi
como una mejor calidad de cicatrizacion al compararlos con los efectos del

cicatrizante comercial.

4. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la colagena del epiplon liofilizado de origen canino mediante andlisis
bioguimicos, asi como evaluar su aplicacién en heridas quirargicas en piel de ratas, para

determinar su efecto cicatrizante.
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4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el tipo de colagena asi como su concentracién en el epiplén liofilizado
de origen canino mediante la utilizacibn de cromatografia de gases de alta
resolucion (HRGC) y la técnica de Biuret, para evaluar la posibilidad de utilizarla

COmo un agente cicatrizante en ratas.

Utilizar el epipldn liofilizado de origen canino como apdésito biol6gico mediante su
aplicacion en heridas criticas de piel en ratas, con la subsecuente observacion
clinica, histopatolégica, inmunohistoquimica, y determinar la resistencia a la
tension; para evaluar su potencial uso como agente cicatrizante en la terapéutica

de heridas criticas en piel.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1 Origen y obtencidn de las muestras

Se utilizaron 5 perros mestizos, jovenes (4-10 meses), la edad se determiné por las
caracteristicas dentales; clinicamente sanos, con un peso entre 8 y 12 kg, provenientes del

antirrabico de Tlahuac.

Obtencion del epipldn: se anestesid a los perros elegidos con pentobarbital sédico
(Anestesal)' a razén de 20-25 mg/kg 1V; se realizé venodiseccion y cateterismo en la arteria
femoral para exanguinar totalmente al animal, de acuerdo a lo referido en el “2000 Report of
the AVMA panel on euthanasia” (JAVMA 2000)* e inmediatamente se procedié a una
laparotomia media para extraer el epiplon; previa antisepsia en el sitio de incisién. Para este
procedimiento se utilizd instrumental de cirugia general y guantes estériles asi como
mecheros; la muestra se colocé en frascos estériles para ser transportados al laboratorio
donde se procesaron. Este procedimiento se llevé a cabo en la Coordinacién de Ensefianza

Quirurgica, del Departamento de Medicina y Cirugia para Pequenas Especies de la FMVZ.
5.2 Procesamiento de la muestra

El epiplon fue lavado en agua tridestilada estéril por dos ocasiones; posteriormente se
colocé en una superficie plana de madera para ser golpeado con un mazo de madera estéril
con el fin de romper las células de grasa y proceder al lavado con agua tridestilada estéril.
El epiplon se cortd en rectangulos de 6 cm? y se deposité en un frasco con 20 ml de
cloroformo y 10 ml de metanol quimicamente puros para realizar el desgrasado durante 48
hrs. Una vez eliminado el exceso de grasa, se lavé en agua tridestilada estéril y se colocd
en cuadros de papel filtro, para su posterior liofilizaciéon. Las muestras se procesaron en el

laboratorio de Vacunologia del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ.

5.3 Liofilizacién de la muestra

La muestra se congel6é en una combinacion de hielo seco y acetona, al igual que los frascos
Fast-Freeze.” Una vez que la muestra estaba congelada, se introdujo en los frascos Fast-

Freeze hasta completar un tercio de su volumen, para obtener la maxima superficie y

1 Pfizer

** Labconco
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asegurar una liofilizacién eficiente, los frascos se cerraron con su tapa de caucho, se les
colocé el adaptador, el cual es el punto de conexién para las valvulas y se conectaron al
sistema de liofilizacion. Las muestras se procesaron en el laboratorio de Endocrinologia del
Departamento de Reproduccion de la FMVZ. De acuerdo a la metodologia recomendada por
el fabricante. Los parametros de liofilizacion que se utilizaron fueron: 56 x 10° mBar vacio
del sistema, -53°C temperatura del colector y 68°C del bafo del precongelador, por 48 hrs en

un sistema de liofilizacion FreeZone™ 12 litros.
5.4 Esterilizacion del liofilizado

Una vez liofilizados los cortes de epiplon, se envolvieron en un sistema de doble “pouch™
(papel de un lado y material plastico del otro). Las muestras se colocaron en una camara de
esterilizacién con oxido de etileno, en tarimas sin apretar para permitir la penetracién y el
acceso del agente en toda la superficie del dispositivo, siempre de modo que coincidiera
papel con plastico. Para el proceso de esterilizacion se empleo una temperatura de 50°C,
una concentracién de 6xido de etileno de 700 pg/l y una humedad relativa de 45%. Las

muestras fueron esterilizadas en el Instituto Nacional de Cardiologia.
5.5 Caracterizaciéon y pureza del liofilizado
5.5.1 Determinacién del tipo de coladgena

Se realiz6 la determinacion, usando la cromatografia de gases de alta resolucion (HRGC),
con el empleo de detectores universales. La eleccidén de este proceso se debid al amplio uso
de la HRGC, por su versatilidad, sensibilidad, rapidez y principalmente, por la factibilidad de
un analisis cualitativo de mezclas complejas, usando una minima cantidad de muestra. Esta
determinacion se realizd en el laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular del
Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular e Inmunoldgica de la Facultad de Quimica,
UNAM.

* Labconco

2 Especialistas en esterilizacion y envase, S.A. de C.V.
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5.5.2 Determinacién de la concentracion de proteina

Se defini6 mediante la técnica de Biuret, empleando un equipo de espectrofotometria.” La
eleccidn de esta técnica se debid a que la reaccion del Biuret se aplica a partir de los
tetrapéptidos, a todos los péptidos y proteinas, para cuantificar la concentracion de proteinas
presentes en las muestras bioldgicas.*® Esta técnica se realizd en el laboratorio de
Bioquimica y Biologia Molecular del Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular e

Inmunoldgica de la Facultad de Quimica, UNAM.
5.5.3 Determinacién del porcentaje de colagena e hidroxiprolina (HOpro)

Se realizd por el método de Woessner,* empleando un equipo de espectrofotometria.” Este
meétodo se realizd en el laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular del Departamento de

Bioguimica, Biologia Molecular e Inmunolégica de la Facultad de Quimica, UNAM.
5.5.4 Prueba de esterilidad del liofilizado

Se realizaron pruebas de esterilidad, sembrando las muestras de epipléon en dos medios de
cultivo. Los medios de cultivo empleados fueron agar sangre y agar papa, para el aislamiento
de posibles bacterias y hongos respectivamente.

Los cultivos se incubaron a 35°C por 144-168 horas en condiciones de aerobiosis para su

posterior recuento y diferenciacion de colonias.
5.6 Disefio experimental

Se realizé en ratas machos, adulto joven de la cepa Wistar convencionales, con un peso

promedio de 250 gr+ 20.

* Practicas de bioguimica y biologia molecular Facultad de Quimica Dpto. Bioquimica, Biologia Molecular e Inmunolégica Curso 2002/2003 Practica 02:
http://www.um.es/bbmbi/AyudasDocentes/Practicas/Quimica/Practica02/Practica02.htm
** Secoman Modelo 1100
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5.6.1 Procedimiento quirdrgico

Todos los animales se tranquilizaron utilizando dehidrobenzoperidol (Droperidol™?),” via IM a
una dosis de 2.5 mg/kg, y se les administré clorhidrato de Ketamina (Ketavet 1000M7)? para
inducir la anestesia via IM a una dosis de 4-5 mg/100 gramos de peso vivo.

En todos los animales se realizo tricotomia de la region dorsal del térax, posteriormente se
aplicaron las medidas de antisepsia convencionales (lavado y embrocado), se trazé con
marcador indeleble una circunferencia de 2.5 cm de diametro para delimitar la piel a
cortar.Se colocaron campos estériles y se corté la piel utilizando tijeras de Mayo, no se

realizdé hemostasia.

5.6.2 Grupos de estudio

Se formaron tres grupos: un grupo experimental y dos testigos (con tratamiento comercial y
sin tratamiento), grupos A, B y C respectivamente, cada grupo fue conformado por 22

animales elegidos al azar.

5.6.3 Tratamiento

Una vez concluido el procedimiento quirurgico se coloco el epiplén liofilizado sobre la herida
de las ratas pertenecientes al grupo experimental A. Los apdésitos estériles se manejaron
asépticamente, se cubrio la zona afectada con el epiplén liofilizado que se adhirié facilmente
por la humedad de la herida. El tamafo del apdsito que en este caso fue el epiplén
liofilizado sobrepasaba por lo menos 0.5 cm el borde de la herida.

Al grupo testigo B se le aplicé Acexamato de Sodio 5g (Recoverdn"R)*y el grupo testigo C

no recibid tratamiento.

Los animales fueron alojados en forma individual en cajas de policarbonato, con agua y
alimento ad libitum en el Vivarium del Instituto de Fisiologia Celular UNAM, manteniéndose
en condiciones higiénicas adecuadas con una correcta manipulacion e identificacion,
acordes a la Norma Oficial Mexicana NOM-069-ZO0-1999.>°

* Janssen farmacéutica
3 Revetmex

4 Armstrong
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5.7 Evaluacién macroscopica

Durante los 22 dias que duro el experimento, de cada animal se formo un archivo fotografico

diario; utilizando una camara digital.*

5.8 Evaluacion histopatolégica

Para esta evaluacion se realizé la eutanasia de tres ratas, una de cada grupo, cada 24

horas, a partir de las 24 horas siguientes de la cirugia hasta el dia 22 del experimento.

La eutanasia se realizé en una camara cerrada con Biéxido de Carbono (CO,), por ser un
método autorizado, dado el rapido efecto depresivo y anestésico que conduce a la muerte
por hipoxia en pocos minutos, también porque no se acumula en los tejidos y no deforma la

arquitectura celular.

El procedimiento fue el siguiente: se saturd la camara con gas CO,, previo a la introduccion
de los animales a una concentracién minima del 70%, inmediatamente a la muerte del sujeto,
se tomo una biopsia del perimetro original de la herida y se fijo en formalina amortiguada al
10% para su posterior inclusion en parafina, se cortaron a 4 ym y se emplearon tinciones de
Hematoxilina-Eosina y tricromica de Masson, realizadas en el Departamento de Patologia de
la FMVZ.

Para el analisis histologico se realizé un estudio ciego, es decir, se revisaron las laminillas sin
saber a qué grupo pertenecia cada una de ellas, para promover un analisis mas objetivo de

las muestras; utilizado un microscopio fotonico.®

Al analizar las laminillas con tincién H y E se tomaron en cuenta los siguientes parametros:
macrofagos, neutréfilos, fibroblastos, hemorragia, edema, vasos de neoformacion,

organizacion de las fibras de colagena y reaccion granulomatosa.

* Sony Dcs-S40 U
5 Leica Galen 111
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Para examinar las laminillas se asignaron los siguientes valores segun la cantidad de células

observadas:

Macréfagos por campo (1000x)
1 para células ausentes
2 para células escasas (1 a 2)
3 para células en moderada cantidad (3)
4 para células abundantes (4-5)
Neutrofilos por campo (400x)
1 para células ausentes
2 para células escasas (1 a 10)
3 para células en moderada cantidad (11 a 16)

4 para células abundantes (17 a 25)

Fibroblastos por campo (400x)
1 para células ausentes
2 para células escasas (1 a 5)
3 para células en moderada cantidad (6-10)
4 para células abundantes (10 a 20)
Presencia de Hemorragia por campo (400x)
1 ausente
2 dos campos
3 tres campos
4 cuatro campos 0 mas
Observacion de Edema por campo (400x)
1 ausencia
2 un campo
3 dos campos
4 tres campos 0 mas
Numero de Vasos sanguineos de neoformacion por campo (400x)
1 ausentes
2 escasos (1a7)
3 moderados (6 a 14)
4 abundantes (14 a 20)
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Organizacién de la colagena por campo (400x)
1 ausente
2 disposicion de las fibras de colagena sin direccién definida
3 alineamiento con forma de espina de pescado, con tendencia a ser horizontales
al plano del borde de la lesion
4 alineamiento horizontal al plano del borde de la lesiony perpendiculares a los
vasos sanguineos
Observacion de reaccién granulomatosa por campo (400x)
1 ausente
2 dos campos
3 tres campos

4 cuatro campos 0 mas

En el andlisis de los cortes tefidos con tincion tricromica de Masson, se evalud la
organizacién de las fibras de colagena, con los parametros descritos en “Organizacion de la

colagena” con la tinciéon Hy E.

5.9 Evaluacién por Inmunohistoquimica

En este proceso, las biopsias previamente fijadas en formalina amortiguada al 10%, se
incluyeron en parafina y se realizaron cortes a 2 um de espesor. Los cortes histolégicos se
montaron en laminillas con poli-l-lisina para su posterior evaluacion con la técnica de

inmunohistoquimica.

El proceso de inmunohistoquimica se realizé en el Laboratorio de Biologia Molecular, del
Departamento de Patologia, en el Instituto Nacional de Pediatria, por el sistema de deteccién
EPOS/HRP/Sistema por capilaridad. (Anexo )

Con respecto al incremento paulatino en la intensidad de la inmunotincion posterior al
revelado con 3,3 diaminobenzidina' (DAB), en un aumento 400x, se revisaron de 10 a 20
campos considerando los mas representativos de los sitios de lesion; se asignaron los

siguientes valores: 1 para reaccion negativa (Figura 2), 2 para reaccion poco intensa (Figura

“ Dako
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3), 3 para reaccion medianamente intensa (Figura 4) y 4 para reaccion altamente intensa

(Figura 5).
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Figura 2. Microfotografia de piel de
una rata del Grupo C (dia 22). Control
negativo. IHQ, VEGF.

EPOS + HRP / DAB. (400x)

Figura 4. Microfotografia de piel de
una rata del Grupo B (dia 7). Reaccion
medianamente intensa. IHQ, VEGF,
EPOS + HRP / DAB. (400x)

Figura 3. Microfotografia de piel de
una rata del Grupo C (dia 8). Reaccion
poco intensa. IHQ, VEGF.

EPOS + HRP / DAB. (400x)

una rata del Grupo A (dia 6). Reaccion
altamente intensa. IHQ, VEGF.
EPOS + HRP / DAB. (400x)
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5.10 Medicién de fuerza de tensién de la herida

En este punto se seleccionaron animales pertenecientes a cada grupo de estudio, de
acuerdo a la etapa de cicatrizacion de los dias 12, 15, 18, 20 y 22, para medir la “tension de
herida”. Se llevd a cabo la eutanasia como se mencioné anteriormente, la piel fue retirada
cuidadosamente mediante una diseccion fina para medir la “tensiéon de herida” con un
aparato especialmente disefiado para tal fin por Wolarsky y Prudden® y modificado por el
Departamento de Fisiologia y Farmacologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la UNAM. El valor de la tension de la herida se obtuvo en mm de Hg.

5.11 Prueba estadistica

Para el analisis estadistico de las biopsias se utilizé el programa SAS versién 8.0 para
Windows, prueba de Wilcoxon no paramétrica y para graficar los datos, el programa
Microsoft Excel 2000.
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6. RESULTADOS

6.1 Pureza del liofilizado

6.1.1 Determinacion del tipo de colagena

El epipldn liofilizado esta constituido por: colagena tipo I, colagena tipo lll, colagena tipo V,
colagena tipo VIl y colagena tipo XIV. Sin embargo, no fueron cuantificados los tipos de

colagena.

6.1.2 Determinacién de la concentracion de proteina

Se detectd un 18.6% de proteina en las muestras.

6.1.3 Determinacién del porcentaje de colagena e Hidroxiprolina (Hopro)

A partir de la determinacion de la concentracidén de proteina, la concentracion de coldgena

en las muestras de epiplon liofilizado fue del 85.05% y para Hopro fue del 14.95%.

6.1.4 Prueba de esterilidad del liofilizado

No hubo crecimiento de hongos, levaduras ni bacterias en los medios de cultivo después

de 7 dias de incubaciéon en aerobiosis.
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6.2 Estudio macroscoépico

6.2.1 Cambios macroscopicos de 1 a 5 dias postquirargicos

Se observé que el epiplon liofilizado se adhirié perfectamente a la herida en todos los

animales del grupo A (Figura 6).

grupo A mmediatamente despues de
la aplicacion del epiplon liofilizado.
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En los animales del grupo A (Figura 7) la formacién de la costra fue menos aparente que
en la de los animales de los grupos B y C (Figuras 8 y 9 respectivamente); asimismo, en
los individuos del grupo A, la contraccion de la herida fue mayor, en comparacién con los

animales de los grupos By C.

Figura 7. Fotografia de una rata Figura 8. Fotografia de una rata

perteneciente al grupo A. Al dia 5, la perteneciente al grupo B. Al dia 5, la
lesion presentaba mayor contraccion contraccion de la herida es menor con
respecto a los del grupo A.

Figura 9. Fotograﬁa de una rata
perteneciente al grupo C. Al dia 5,
existe una formacion de costra mas
prominente sobre todo a la periferia
de la herida.
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6.2.2 Cambios macroscoépicos alos 10 dias postquirargicos

En los animales de los grupos A y B (Figuras 10 y 11 respectivamente, el relieve de
volumen sobre la lesion fue menor que en los animales del grupo C (Figura 12); asimismo,
en los animales de los grupos A y B no hubo presencia de exudado purulento mientras

que, fue evidente la presencia de pus en cinco animales del grupo C.

El patrén de contraccién de las heridas se aprecié de manera similar en los animales de
los grupos A y B, no siendo asi en el grupo C, donde resulté menos evidente dicha

contraccion (Figuras 10, 11 y 12 respectivamente).

En algunas regiones de piel regenerada del grupo A, hubo presencia de pelo a partir del

borde de la lesion. (Figura 10)

o R U AT A e 3 [ i L he
Figura 10. Fotografia de una rata Flgura 11. Fotograﬁa de una rata
perteneciente al grupo A. Al dia 10, perteneciente al grupo B. Al dia 10,
existe menor relieve de volumen se observa una menor contraccion de
sobre la lesion y presencia de pelo a la herida asi como la formacion de la
partir del borde de la lesion. costra.
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Figura 12. Fotografia de una rata
perteneciente al grupo C. Al dia 10, la
costra presenta un aspecto granular; la
flecha sefiala el exudado purulento
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6.2.3 Cambios macroscoépicos alos 15 dias postquirargicos

En todos los grupos se observé una evidente reparacion del tejido; en los grupos Ay B
(Figuras 13 y 14 respectivamente) la costra era de menor grosor en comparaciéon con los
individuos del grupo C (Figura 15). Las ratas del grupo C ya no mostraban un exudado
purulento aparente. En cuanto a la contraccion de la herida, los grupos A y B mantuvieron
una similitud en relacion al tamafio de la herida contra el tiempo de reparacion, mientras
en el grupo C el proceso de contraccién de la herida fue mas retardado.

Figura 13. Fotografia de una rata Figura 14. Fotografia de una rata

perteneciente al grupo A. Al dia 15, perteneciente al grupo B. Al dia 15, se

fue evidente la reparacion del tejido. observa una costra semejante a la del
grupo A

Figura 15. Fotografia de una rata
perteneciente al grupo C. Al dia 15,
se aprecia un proceso de contraccion
de la herida mas retardado.
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6.2.4 Cambios macroscoépicos alos 20 dias postquirargicos

La reparacion de la herida fue mas evidente en las ratas del grupo A (Figura 16) que
presentaron una costra mas pequefia y delgada con relacién a los individuos de los
grupos B y C (Figuras 17 y 18 respectivamente). Cabe resaltar que en los individuos

pertenecientes al grupo C, las costras fueron mas gruesas (Figura 18).

Figura 16. Fotografia de una rata Figura 17. Fotografia de una rata

perteneciente al grupo A. Al dia 20, perteneciente al grupo B. Al dia 20, se
se observa la costra mas pequeia y aprecia una costra de mayor tamafio y
delgada asi como bordes regulares. con bordes ligeramente irregulares.

Figura 18. Fotografia de una rata
perteneciente al grupo C. Al dia 20,
muestra una costra grande y con
bordes irregulares.
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6.2.4 Cambios macroscoépicos alos 22 dias postquirargicos

Los animales del grupo A (Figura 19), mostraron una cicatriz pequefia y con presencia de
pelo en casi la totalidad del &rea donde estuvo la lesién, mientras que en las ratas que
conformaron el grupo B (Figura 20), la cicatriz es de mayor tamafio con respecto a la
cicatriz de las ratas del grupo A y con menor cantidad de pelo; sin embargo, al comparar
al grupo B con el C (Figura 21) se observa que la cicatriz es menor en el grupo B,
mientras que en el grupo C auln se observaba una la lesion con presencia de costra.

cicatriz es muy pequefia y practicamente observa claramente la c1catrlz asi como
esta cubierta de pelo. la falta de pelo en los alrededores.

Flgura 21 Fotograﬁa de una rata
perteneciente al grupo C. Al dia 22,
alin  muestra una  cicatrizacion
retardada con presencia de costra y
falta de pelo en la piel cercana a la
herida.
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6.3 Evaluacién histopatologica

6.3.1 Tincibn Hematoxilinay Eosina

Al analizarse las biopsias mediante tincién H y E, se observo que las muestras del Grupo
A (Figura 22) presentaron menor infiltracion celular de macréfagos y neutréfilos, menor
hemorragia, menor edema, mayor nimero de vasos de neoformacion, mayor organizaciéon

en las fibras de colagena y menor reaccion granulomatosa (Cuadro 4).

Con respecto a las muestras del grupo B (Cuadro 5), presentaron mayor infiltracion celular
(Figura 23), mayor hemorragia y edema, que las muestras del grupo A, pero menor
infiltrado celular, hemorragia y edema que las muestras del grupo C (Figura 24 y cuadro
6).
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Figura 22. Microfotografia de piel Figura 23. Microfotografia de piel de
de una rata del grupo A, al dia 4 una rata del grupo B, al dia 4 muestra
muestra poco infiltrado celular infiltrado celular macrofagos (M) y
macrofagos (M) y neutrofilos (Nt), neutrofilos (Nt), con tincion H y E,
con tincion H y E, (400x). (400x).
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Flgura 24, Mlcrofotograﬁa de piel
de una rata del grupo C, al dia 4
muestra abundante infiltrado celular,
neutréfilos (Nt) y hemorragia (Hr),
con tinciéon H y E, (400x).




6.3.2 Tincién con Tricroémica de Masson

En el Cuadro 7 se presentan los valores del andlisis histopatolégico, en el que los
animales del grupo A mostraron que, el orden reticular de las fibras de colagena se
encontraban alineadas en posicidn horizontal con respecto al plano del borde de la lesién
y perpendiculares a los vasos sanguineos a partir del dia 11; mientras que las ratas de los
grupos B y C fue a partir del dia 19. En la Figura 25 se observo el alineamiento de las
fiboras de coldgena en las muestras de los animales del grupo A, donde se aprecia
claramente la organizacion de las fibras. La Figura 26 corresponde a las muestras de
tejido de los animales del grupo B, las cuales presentaron menor organizacion de
colagena en comparacion con las del grupo A. En la Figura 27 se muestra el corte
correspondiente al grupo C, el cual presentd un mayor desarreglo de las fibras de

colagena.

Figura 25. Microfotografia de piel Figura 26. Microfotografia de piel

de una rata del grupo A, al dia 11
muestra mayor arreglo de fibras de
colagena, con tincion tricromica de

de una rata del grupo B, al dia 11
muestra moderado arreglo de las
fibras de colagena, con tincion

Masson, (400x). tricromica de Masson, (400x).
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Figura 27. Microfotografia de piel
de una rata del grupo C, al dia 11
muestra mayor desarreglo de las
fibras de coldgena, con tincion
tricromica de Masson, (400x).



6.4 Evaluacion por Inmunohistoquimica

De las muestras del grupo A procesadas durante todo el estudio, para VEGF (Cuadro 8)
se detectd que: el 50% correspondid a una reaccidon altamente intensa, el 50%

medianamente intensa y ninguna poco intensa (Figura 28).

Grupo A

50.00% 50.00%

50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00% -

0.00%

alta mediana poco

Intensidad de lainmunotincion

Figura 28. Intensidad de la expresion del Factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en
heridas quirargicas en piel de ratas.

En las muestras del grupo B procesadas durante todo el estudio para VEGF (Cuadro 9),
se establecié que el 33.33% fueron altamente intensas, el 61.11% medianamente

intensas y 5.55% poco intensas (Figura 29).

Grupo B

61.11%

70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% +

0,00% -

alta mediana poco

Intensidad de lainmunotincién

Figura 29. Intensidad de la expresion del Factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en
heridas quirargicas en piel de ratas.
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En las muestras del grupo C procesadas durante todo el estudio para VEGF (Cuadro 10)
resultd: ninguna altamente intensa, el 27.77% medianamente intensa y el 72.22% poco
intensa (Figura 30).

Grupo C
50,009 72.22%
. 0
60.00% -
40.00% 4 27.77%
20.00% -

0.00% -

alta mediana poco

intensidad de lainmunotincién

Figura 30. Intensidad de la expresion del Factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en
heridas quirargicas en piel de ratas.
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En el grupo A (Figura 31) existi6 una mayor intensidad de la expresién del VEGF, con
respecto a los grupos B y C (Figuras 32 y 33 respectivamente), la Figura 34 muestra el

control negativo. Estos resultados fueron sometidos a la prueba de Wilcoxon, lo que

representd una diferencia estadistica (p< 0.0001).
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Figura 31. Microfotografia de piel
de una rata del Grupo A (dia 18).
Reaccion altamente intensa, THQ,
VEGF. EPOS + HRP / DAB. (400x)

Figura 32. Microfotografia de piel
de una rata del Grupo B (dia 18).
Reaccion medianamente  intensa,
IHQ, VEGF. EPOS + HRP / DAB.
(400x)

Figura 33. Microfotografia de piel

de una rata del Grupo C (dia 18). de una rata del Grupo A (dia 18).
Reaccion poco intensa, IHQ, VEGF. Control negativo, IHQ, VEGF.
EPOS + HRP / DAB. (400x) EPOS + HRP / DAB. (400x)
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En las muestras del grupo A procesadas durante todo el estudio para TGF-p (Cuadro 9)
se detectdé que: ninguna fue altamente intensa, el 38.80% correspondié a una reaccion

medianamente intensa y el 61.11% a una reaccion poco intensa (Figura 35).

Grupo A

80.00% - 61.11%

60.00% - 38.80%

40.00% -

20.00% -

0.00%

alta mediana poco

Intensidad de lainmunotincion

Figura 35. Intensidad de la expresion del Factor de
crecimiento beta transformante (TGF-B) en
heridas quirargicas en piel de ratas.

Las muestras del grupo B procesadas durante todo el estudio para TGF-f (Cuadro
9), mostraron gque: ninguna fue altamente intensa, el 44.44% medianamente intensa y el

55.55% poco intensa (Figura 36).

Grupo B

55.55%

60.00% -
50.00% -
40.00% -
30.00% -
20.00% -
10.00% +

0.00% -

0.00%

alta mediana poco

Intensidad de lainmunotincién

Figura 36. Intensidad de la expresion del Factor de
crecimiento beta transformante (TGF-f) en
heridas quirargicas en piel de ratas.
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En las muestras del grupo C procesadas para TGF-f (Cuadro 10) se detectdé que el
44.44% correspondia a una reaccion altamente intensa, el 44.44% medianamente intensa

y el 11.11% poco intensa (Figura 37).

Grupo C
50.00% 44.44% 44.44%
. 0
40.00%
30.00%
20.00% 11.11%
10.00% -
0.00%
alta mediana poco

Intensidad de lainmunotincién

Figura 37. Intensidad de la expresion del Factor de
crecimiento beta transformante (TGF-B) en
heridas quirargicas en piel de ratas.
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En el grupo C (Figura 40) existi6 una mayor intensidad de la expresion del TGF-f, con
respecto a los grupos A y B (Figuras 38 y 39 respectivamente), la Figura 41 muestra el
control negativo. Estos resultados fueron sometidos a la prueba de Wilcoxon, lo que
representd una diferencia estadistica (p< 0.0003).

ASREN N ANLASTHY .'Z\.; SR
Figura 38. Microfotografia de piel
de una rata del Grupo A (dia 19).
Reaccion poco intensa, IHQ, TGF-f.
EPOS + HRP / DAB. (400x)
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Figura 40. Microfotografia de piel
de una rata del Grupo C (dia 19).
Reaccién altamente intensa, ITHQ,
TGF-B. EPOS + HRP / DAB.
(400x%)

Figura 39. Microfotografia de piel
de una rata del Grupo B (dia 19).
Reaccion medianamente intensa,
THQ, TGF-B. EPOS + HRP / DAB.
(400x)

Figura 41. Microfotografia de piel
de una rata del Grupo C (dia 19).
Control negativo, IHQ, TGF-f.
EPOS + HRP / DAB. (400x)



De las muestras del grupo A procesadas durante todo el experimento, para AAML
(Cuadro 8) se detectdé que el 50% correspondié a una reaccion altamente intensa, el
44.44% medianamente intensa y el 5.55% poco intensa (Figura 42).

Grupo A
50.00%
44.44%
50.00% -
40.00%
30.00% -
20.00%- 5.55%

10.00% -
0.00% -

alta mediana poco

Intensidad de lainmunotincién

Figura 42. Intensidad de la expresion de AAML en
heridas quirurgicas en piel de ratas.

En las muestras del grupo B procesadas durante todo el estudio para AAML (Cuadro 9),
se establecié que el 33.33% resultaron altamente intensas, el 61.11% medianamente

intensas y el 5.55% poco intensas (Figura 43).

Grupo B

80.00% 61.11%

60.00% - 33.33%

40.00% -

20.00% -

0.00% -

alta mediana poco

Intensidad de lainmunotincion

Figura 43. Intensidad de la expresion de AAML en
heridas quirargicas en piel de ratas.
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En tanto que de las muestras del grupo C procesadas durante todo el estudio para AAML
(Cuadro 10) resulté: ninguna altamente intensa, el 16.66% medianamente intensa y el
83.33% poco intensa (Figura 44).

Grupo C

83.33%

100.00%
80.00% -
60.00% -
40.00%
20.00% -

0.00% -

16.66%

alta mediana poco

Intensidad de lainmunotincién

Figura 44. Intensidad de la expresion de AAML en
heridas quirurgicas en piel de ratas.
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En el grupo A (Figura 45) existi6 una mayor intensidad de la expresién del AAML, con
respecto a los grupos B y C (Figura 46 y 47 respectivamente), la Figura 48 muestra el
control negativo. Estos resultados fueron sometidos a la prueba de Wilcoxon, lo que
representd una diferencia estadistica (p< 0.0001).

Figura 45. Microfotografia de piel Figura 46. Microfotografia de piel

de una rata del Grupo A (dia 17). de una rata del Grupo B (dia 17).
Reaccion altamente intensa, IHQ, Reaccion medianamente intensa,
AAML. EPOS + HRP / DAB. IHQ, AAML. EPOS + HRP / DAB.
(400x) (400x)

Figura 47. Microfotografia de piel

de una rata del Grupo C (dia 17). una rata del Grupo C (dia 17).
Reaccion  poco  intensa. IHQ, Control negativo. I[HQ, AAML.
AAML. EPOS + HRP / DAB. EPOS + HRP / DAB. (400x)

(400x%)
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6.5 Medicion de fuerza de tension de la herida

Para este andlisis se colocaron las muestras en el tensdmetro, se aplicé la fuerza de
tension para que la piel se distendiera, la presion a la cual las heridas cedieron se registré
en un manémetro (Cuadro 11). Debido a que el nUmero de observaciones fue limitado, no
se realizo prueba estadistica alguna, simplemente se realizaron gréficas. Como se puede
observar, desde el primer dia de registro, las heridas pertenecientes a los animales del

Grupo “A” mostraron mayor resistencia a la fuerza de tension (Figura 49).

600

500

400 -

—&— Grupo A
300 - —e— Grupo B
=¥ Grupo C

mm de Hg

200

100 -

Dias de muestreo

Figura 49. Resistencia a la tension en piel de ratas.
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DISCUSION

En este trabajo se elaboré un liofilizado de epiplon de origen canino el cual fue utilizado

en la terapéutica de cicatrizacion de heridas criticas en piel de ratas.

La resolucién de la cicatrizacion se ve influenciada por la participacion de células, tanto
inflamatorias como del estroma, asi como de la produccion de citocinas, enzimas, factores
promotores e inhibidores, entre otras.' % Las proporciones y el espacio-temporalidad de
cada uno de los componentes mencionados, dirigen la intensidad en la resolucion del
dafo; sin embargo, cuando el infiltrado inflamatorio no desaparece en el periodo normal
de cicatrizacién, se generan estimulos que conllevan al establecimiento de un proceso

cicatrizal retardado y fibroso.'®

En el presente estudio se observd que las muestras pertenecientes a los animales del
grupo “A” los cuales fueron tratados con el epiplon liofilizado, presentaron menor nimero
de macréfagos y neutréfilos representando una inflamaciéon de menor intensidad, con
respecto a los grupos “B” y “C”. Posiblemente los macréfagos y neutréfilos estaban
disminuidos debido a la ausencia de un proceso infeccioso, ya que el epiplon liofilizado
actio como una barrera fisica, impidiendo la deposicion de otros materiales extrafios
como la viruta de madera (material de cama utilizado para los roedores); pues la
permanencia de estos tipos celulares depende del dafio al tejido y de la presencia de

infecciéon como lo sefialaron Janeway et al.’® en 1993.

Se sugiere que el epipldn liofilizado se comporté como una biomembrana, actuando como
una barrera fisica, reduciendo la contaminacion, colaborando para la disminucién de
elementos inflamatorios como los macréfagos, tipo celular mas abundante del proceso de
cicatrizacion. Disminuyendo con ello la expresion de TGF-B, (p< 0.0003); sin embargo,
aunque los macréfagos se encontraron disminuidos, estos fueron suficientes para llevar a
cabo una degradacion adecuada del tejido local. Esta disminucién de los elementos
inflamatorios pudo deberse a que el epiplén liofilizado quiza actio como un biosoporte
activo alrededor de las células, como una matriz extracelular temporal. Se considera la
existencia de dos tipos de matriz extracelular una “Provisional”, la cual es sintetizada por
el organismo en un proceso de reparacion de tejidos y otra “Temporal” aquella de origen

no propio, es decir, que no fue sintetizada por el organismo y fue aplicada como un
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procedimiento terapéutico, como lo indica Krétzsch en 1999. % A través de esta matriz
extracelular temporal, la migracién de células inflamatorias e indiferenciadas se facilita tal

1.4° en el 2004, con esto, se cuenta con una estructura

y como lo han reportado Donati et a
a la cual se adhieren éstas células antes de que comience a formarse la matriz
provisional. Esto disminuye el tiempo de cicatrizacion ya que al estar presente esta “matriz
temporal” el proceso cicatrizal ya no tendria que rellenar espacios, sino tendria que
resolver la herida en un espacio mas reducido, con menor numero de células y proteinas.
Todo esto facilitd la reestructuracion de las fibras de la matriz extracelular generando un
aspecto similar al de la piel normal en las ratas tratadas con el epiplén liofilizado, lo cual
concuerda con lo descrito por Greiling et al.” en 1997. El epiplén liofilizado puede dirigir
puntos clave de la cicatrizacidon, a través de interacciones dinamicas en cuanto a la
sefalizacién celular; ya que puede comportarse como quimiotactico para la migracion de
neutrdéfilos, monocitos, fibroblastos y células endoteliales como se ha observado con otras

biomembranas.*® 4! 44

En el grupo “A” entre los dias 1 y 12 se observd un nimero mayor de fibroblastos, aunque
después del dia 12 el numero de fibroblastos disminuyd en este grupo con respecto a los
grupos “B” y “C”. Quiza esto se debié a que la deposicion de colagena en la herida fue
suficiente, por lo cual los fibroblastos cesan su produccion a pesar de la existencia de una

alta expresion de TGF-p tal y como lo refieren Granstein et al.?’, en 1997.

En las biopsias procesadas mediante la técnica de IHQ para TGF-3, se observo en las
muestras del grupo “C” tuvieron una mayor intensidad de la expresién de este factor,
comparadas con los grupos “A” y “B”, con una diferencia estadistica significativa (p <
0.0003). La mayor intensidad de la inmunotincion contra TGF-3, en las muestras del grupo
C, se puede explicar por el incremento en el numero de macréfagos observados en la

.38 en 1997 sefialan que la expresion de

histopatologia. Sin embargo, Gospodawicz et a
Interferon gama (INF-y) disminuye la sintesis de proteinas de matriz extracelular en los
fibroblastos, lo cual puede explicar el porqué los animales del grupo A, después del dia
12, presentaron un menor numero de fibroblastos; asimismo estos autores sefialan que
también la matriz de colagena inhibe la sintesis de estas células®.

|22

Hatz et al.** en 1994, sefialan que el tiempo para la deposicidon de colagena y la

organizacién de estas fibras es muy importante durante el proceso de reparacion para
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promover la integridad tisular en el sitio de dafo; en este estudio, se observé en la
histopatologia, que en el grupo “A”, la arquitectura de la zona de la lesién fue mucho mas
parecida a la piel sin dafio, debido a que el orden reticular de las fibras de colagena era
homogéneo, estaban alineadas horizontalmente con respecto al plano del borde de la
lesion y perpendiculares a los vasos sanguineos; lo cual fue evidente a partir del dia once,
comparada con las heridas de los otros dos grupos, en los que las fibras de colagena se
organizaron del mismo modo a partir del dia diecinueve. Ademas, las fibras de colagena
del grupo “A” se apreciaron mas delgadas con respecto a las del grupo “C”; esto puede
deberse a que hubo un mayor numero de fibroblastos del dia 1 al 12 en las muestras del
grupo “A” y éstos sintetizan proteinas como: fibronectina, colagena tipo | y tipo Ill como lo

.27, quiza la sintesis y deposicién de la colagena fue mas

refieren en 1997 Granstein et a
rapida a través de este mecanismo, al igual que el periodo de organizacion de las fibras,
lo que conlleva a una remodelacién mas intensa de la zona dafiada, reflejandose en un
periodo mas corto de cicatrizacion. La cicatriz fue menos evidente, posiblemente por el
tipo de colagena depositada en la herida, probablemente los fibroblastos sintetizaron
mayor proporcién de colagena tipo lll, cuyo didametro de fibra es menor a la colagena tipo

I, como lo sugieren Varga J. et al.*®

en el 2002; generando una cicatriz mas aparente en
los grupos “B” y “C” con respecto a la del Grupo A. Las pruebas de tension mostraron que
la resistencia de las heridas en el grupo “A”, fue mayor con respecto a las heridas de los
grupos “B” y “C”. Esto muestra diferencia entre los tratamientos y sugiere que la
orientacion de las fibras de coladgena de la matriz extracelular tiene relacién con la
resistencia de la herida y posiblemente al tipo de colagena depositado en la herida, asi los
fibroblastos pudieron ser estimulados para sintetizar mayor proporcion de colagena tipo

11, que colagena tipo 1,* como se describe en los hallazgos de este estudio.

En cuanto a la angiogénesis, se pudieron apreciar en las muestras del grupo “A”
abundantes vasos sanguineos a partir del dia 10 de cicatrizacion, mientras que en los
grupos “B” y “C” esto sucedio en el dia 11 y en el dia 19, respectivamente; aunque sin
diferencia estadistica significativa entre los tres grupos (p < 0.02). Ademas, las
evaluaciones realizadas por medio de la inmunohistoquimica, mostraron que VEGF se
expresd con mayor intensidad en el grupo “A” con respecto al grupo “B” y “C”; con una
diferencia estadistica significativa entre los tres grupos (p < 0.0001). Con base en lo
anterior y al considerar los resultados obtenidos, se propone que el epiplon liofilizado

actia como matriz extracelular temporal, ya que VEGF tiene capacidad de ser tanto
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quimioatrayente como mitogénico para las células endoteliales y participa fuertemente en
el depésito de matriz extracelular.?® De este modo las plaquetas pudieron ser estimuladas
por el epiplén liofilizado para producir mas VEGF de lo habitual y con ello generar una
adecuada y rapida formacién de vasos sanguineos, necesarios para que exista una
adecuada matriz extracelular. Asimismo, se requiere de la participacion de citocinas para
la migracion y proliferacién de las células endoteliales, factores tales como: VEGF, FGF,

|28

TGF-f, entre otros, como ya lo habian indicado Vlodavsky et al.” Ademas, las plaquetas

son la principal fuente de mediadores como VEGF, aunque también los macréfagos y

fibroblastos sintetizan este factor de crecimiento celular.”™ '

En el dia 22 de cicatrizacion, cuando existid6 una cicatriz evidente, en las muestras del
grupo “A”, la arquitectura de la dermis era mucho mas parecida a la piel normal, al
observarse mas foliculos pilosos y una cicatriz menos evidente, comparada con los otros
grupos. La arquitectura de la dermis fue parecida a la normal, quiza por que la colagena
se organizé mas rapido, debido a que existié un mayor aporte vascular; de este modo se
puede justificar la presencia de mayor nimero de foliculos pilosos incluso en el sitio de
cicatriz. Este mayor aporte vascular ya habia sido descrito en 1994 por Sandoval®?; sin
embargo, no menciona el mecanismo que pueda explicar la mayor presencia de foliculos
pilosos, aunque Cohen® en 1994, sefiala que la presencia abundante de anexos cutaneos
después de una lesidn, se logra cuando el aporte vascular para estas estructuras es
adecuado. Por otra parte Madri et al.?® en 1996, mencionan que para que exista un
adecuado aporte vascular, se requiere de la formacioén de vasos sanguineos, el cual es un

proceso dependiente de la expresion de VEGF. A través del presente estudid se detectd

49



que la mayor presencia de VEGF estuvo asociado a una mayor presencia de anexos

cutaneos como foliculos pilosos.

Existe la necesidad de estimulos sistémicos para incrementar o disminuir el tiempo y la
calidad de la cicatrizacién. ?* Los resultados obtenidos en este estudio demostraron el
incremento en la expresion de VEGF, la disminucién de la inflamaciéon y una rapida y

eficiente organizacion de las fibras de colagena.

Con este estudio se pueden sugerir ventajas al emplear el epiplon liofilizado con respecto
a otros apdsitos bioldgicos, ya que contiene dentro de su estructura colagena tipo |, lll, V,
Vil'y XIV, de las cuales, las dos primeras proteinas tienen un efecto en la promocién de la
cicatrizacién. Se ha demostrado que las biomembranas a base de colagena son capaces
de integrarse a la matriz extracelular debido a su tamafio y su pureza; sin embargo, este
liofilizado contribuyé a disminuir el tiempo de cicatrizacion debido a su naturaleza;
aunque es necesario conocer de manera mas precisa tanto su estructura bioquimica

como las proporciones en su conformacion.

Ademas de tener propiedades como: 1) adhesién natural a través de la humedad de la
herida, 2) actia como apdsito sin obstruir la lesiéon ya que tiene permeabilidad selectiva,
3) de facil e inmediata disponibilidad, 4) se conserva a temperatura ambiente siempre
que se mantenga la integridad de su empaque, 5) no requiere recambios o reposicion
siempre y cuando se proteja esta biomembrana, 6) es transparente lo que permite
visualizar la evolucién del proceso de cicatrizacion; por lo tanto es un candidato para el

tratamiento de heridas extensas con la pérdida de una gran porcién epitelial.

Prospectiva
Para complementar este trabajo se considera necesario realizar estudios posteriores en
dos sentidos: 1) Caracterizar de manera mas precisa la estructura bioquimica del epiplén

liofilizado empleado, y 2) Identificar otros mecanismos de induccién de cicatrizacién por
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parte del epipldn liofilizado, utilizando marcadores de proteinas clave para la cicatrizacion,
como fibronectina, colagena tipo | y colagena tipo lll; la evaluacion de la expresion de
otros factores de crecimiento celular tales como: FGF y DPGF, que también participan de
manera muy activa en la cicatrizacion; los receptores para los diferentes factores de
crecimiento celular, para que actuen los factores de crecimiento; los tipos de integrinas de
unién a la colagena, con el fin de identificar si existe interaccion del epipldn liofilizado con

la célula, por medio de la unién a receptores a la matriz.
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CUADROS

Cuadro 1
EFECTOS DE LAS PLAQUETAS EN LA CICATRIZACION
Actividad Efecto
Adhesion Obstruyen pequenas aberturas en vasos sanguineos
Agregacion Obstruyen grandes aberturas en vasos sanguineos. Inducen la coagulacion
Secrecién De vasoconstrictores y agregacion plaquetaria
Mediadores Secrecion de factores de crecimiento celular
Cuadro 2 )
PRINCIPALES CITOCINAS QUE PARTICIPAN EN LA CICATRIZACION
Citocinas Fuente Funcion
VEGF Plaquetas, células Angiogénesis, proliferacion de fibroblastos,
endoteliales, macréfagosy  quimiotaxis metabolismo de colagena, quimiotaxis,
musculo liso activacion de neutréfilos y macréfagos
TGF-B Macrofagos, plaquetas, Inhibe la replicacion de la mayoria de las células in
neutroéfilos y otras células vitro, puede inhibir o estimular fibroblastos
EGF Cerebro, pituitaria, Mitogénico de tejido neural y mesenquimatico,
macrofagos y otras células estimula el depdsito de matriz, contraccién de la
herida angiogénesis
TGF-a Macréfagos, plaquetas, Mitogénico para tejidos epiteliales, células
queratinocitos y otros tejidos endoteliales y fibroblastos
EGF En la mayoria de fluidos del Inhibe o estimula fibroblastos

cuerpo y plaquetas
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Cuadro 3
CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS BIOMEMBRANAS EXISTENTES

Heteroinjerto Heteroinjerto Membrana

porcino fresco porcino amnidtica Piel de Gasa Biofill ™  Duoderm™®  Comfeel™™  Tegaderm™®  Laserskin™®  Alloderm“®
Producto R cadaver furacinada
congelado liofilizado humana
Apésito biologico * * * *
Aposito sintético * * * * *
Apdsito mixto * *
Adherencia con la + + ++ + + + + + + + +
humedad de la herida
Transparencia - - ++ - - - - - - - -
Permeabilidad - - ++ - - - - - - - -
Obst“;]CC_ig” de la +++ +++ + +++ - +++ +++ +++ +++ +++ +++
erida
Riesgo de - - +++ +++ - - - - - - -
transmision viral
Tiempo de + +++ + + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
almacenamiento
Cicatrizante + ++ ++ ++ + ++ - - - ++ ++
Costo +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

Adaptado de varias Fuentes 40,41, 42,43, 44

Tipo de apdsito
- Nula

+ Bajo

++ Moderado
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+++ Elevado
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Cuadro 4

RELACION DE ELEMENTOS INFLAMATORIOS EN PIEL DE RATAS CON HERIDAS
QUIRURGICAS TRATADAS CON LIOFILIZADO GRUPO A

(TINCION HEMATOXILINA Y EOSINA)

Fase No animal MQ NT FB HR ED VS oC RG
1 4 4 1 4 4 1 1 1
c 2 4 3 1 3 3 1 1 1
o ©
8w 3 3 3 2 3 3 2 2 2
‘_EU © 4 3 3 2 3 2 3 2 1
= 5
= 5 2 2 3 2 2 3 2 2
6 3 3 3 2 2 3 2 1
7 3 2 3 2 2 3 3 2
§ 8 2 2 3 2 1 3 3 2
i
T :5 ¥ 9 2 2 3 2 1 3 3 1
9 § © 10 3 1 4 2 1 4 3 1
52 s 11 2 2 4 2 1 4 4 1
5509 12 2 1 3 2 1 4 4 1
S 13 2 1 4 2 1 4 4 1
14 2 1 3 2 1 4 4 1
15 2 1 3 2 1 4 4 1
16 2 1 3 2 1 4 4 1
S = 17 2 1 3 1 1 4 4 1
2l
% © 18 2 1 3 1 1 4 4 1
S w
g 9 19 1 1 3 1 1 4 4 1
g e 20 2 1 3 1 1 4 4 1
21 1 1 3 1 1 4 4 1
22 1 1 3 1 1 1 4 1
Macréfagos por campo 1000x (M Edema por campo 400x (ED)
ausente =1 | escaso =2 | moderado =3 | abundante =4 ausente =1 [ escaso =2 | moderado =3 [ abundante = 4
0 | 1-2 | 3 4-5 0 | 1campo | 2campos | 3 campos
Neutréfilos por campo 400x (NT) Vasos sanguineos de neoformacién por campo 400x (VS)
ausente =1 | escaso=2 | Moderado =3 [ abundante =4 ausente =1 | escaso=2 | moderado =3 [ abundante = 4
0 1-10 | 11-16 | 17-25 0 | 1-7 | 8-14 [ 14-20
Fibroblastos por campo 400x (FB) Organizacion de la coldgena por campo 400x (OC)
ausente =1 [ escaso=2 [ Moderado =3 [ abundante =4 ausente =1 | escaso =2 [ moderado =3 [ abundante = 4
0 [ 1-5 | 6-10 | 10-20 0 | 1-7 | 8-14 | 14-20
Hemorragia por campo 400x (HR) Reaccién granulomatosa por campo 400x (RG)
ausente=1 | Escaso=2 | moderado =3 [ abundante =4 ausente=1 | escaso =2 | moderado =3 [ abundante =4
0 | 2campos | 3campos | 4 campos 0 | 1 | 2 [ 3
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Cuadro 5

RELACION DE ELEMENTOS INFLAMATORIOS EN PIEL DE RATAS CON HERIDAS
QUIRURGICAS TRATADAS CON RECOVERONMR GRUPO B

(TINCION HEMATOXILINA Y EOSINA)

Fase No animal MQ NT FB HR ED VS oc RG
23 4 4 1 4 4 1 1 2
£ o 24 4 4 1 4 4 1 1 2
8w 25 4 3 1 3 3 2 2 2
o 26 3 3 2 3 3 2 2 1
0
= 27 4 3 2 3 2 2 2 2
28 4 3 2 3 2 3 2 2
29 3 2 2 2 2 2 3 1
% 30 3 2 3 2 2 3 2 2
ie]
25+ 31 2 2 3 2 2 3 3 2
28T 32 3 2 3 2 2 3 3 2
525 33 3 1 3 2 1 4 3 1
o —_
s S o 34 3 1 4 2 1 4 3 1
S 35 2 1 4 2 1 4 3 1
36 3 1 3 1 1 4 3 1
37 2 1 4 1 1 4 3 1
38 3 1 4 1 1 4 3 1
S« 39 2 1 4 1 1 4 3 1
S5
S 5 40 2 1 3 1 1 4 3 1
o Te]
5 41 1 1 3 1 1 4 4 1
ga 42 1 1 3 1 1 4 4 1
43 2 1 3 1 1 4 4 1
44 1 1 3 1 1 4 4 1

Macréfagos por campo 1000x (MQ)

Edema por campo 400x (ED)

ausente =1

| escaso=2 [ moderado =3 [ abundante = 4

ausente =1 [ escaso=2 [ moderado =3 | abundante = 4

0

[ 12 | 3 |

45

0 | 1campo | 2campos | 3 campos

Neutroéfilos por campo 400x (NT

Vasos sanguineos de neoformacién por campo 400x (VS)

ausente =1

[ escaso=2 [ moderado =3 | abundante = 4

ausente =1 [ escaso=2 | moderado =3 | abundante = 4

0 1-10 | 11-16 17-25 0 | 1-7 | 8-14 | 14-20
Fibroblastos por campo 400x (FB) Organizacion de la coldgena por campo 400x (OC)
ausente =1 | escaso=2 | moderado =3 [ abundante = 4 ausente =1 [ escaso=2 | moderado =3 [ abundante =4
0 | 1-5 [ 6-10 | 10-20 0 | 1-7 | 8-14 | 14-20
Hemorragia por campo 400x (HR) Reaccién granulomatosa por campo 400x (RG)
ausente =1 | Escaso =2 | moderado =3 [ abundante = 4 ausente =1 [ escaso=2 | moderado =3 [ abundante =4
0 | 2campos | 3campos | 4 campos 0 | 1 | 2 | 3
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Cuadro 6

RELACION DE ELEMENTOS INFLAMATORIOS EN PIEL DE RATAS CON HERIDAS
QUIRURGICAS SIN TRATAMIENTO GRUPO C

(TINCION HEMATOXILINA Y EOSINA)

Fase No animal NT
45
46
47
48
49

50

MQ

Inflamacién
Dia1al6

FB

HR ED

<
[92]
o
(@)

RG

51
52
53
54
55
56
57
58

Formacién de tejido de
granulacion
Dia7 al 14

59
60
61
62
63
64
65
66

Remodelacién
Dia 15 al 21

N = N D N WODN O(Ww WO N W W+ Ww >rhowo b b > > >H>
e e e e e T e i B ) 2 S \© B | C T SV R O B S0 T I - N S R N

A A MDA DM B BB P, OO WDNDNDDNDDNMNDND-_2 A& A A

=) A A A NN DN NN N DNDNDN O W W Ow D> Dd DSBS
= A A A A A A Al A A DN 2 NDNDNN W Ww W DB
A B A D OO W W WIW N WODN WODNDNDNDDNDDNDMNDND-_22 A~ A -
A D A D OO W W W[IW N WO WDNDNDDNDDNDDN-_2 A& A~ A
= a2 A NN NN 2D DNDNDN =2 DNDNDNDNW WOWDNNDNDNWw W

Macréfagos por campo 1000x (MQ)

Organizacion de la colagena por campo 400x (OC)

ausente =1 [ escaso =2 | moderado =3 | abundante =4

ausente =1 [ escaso =2 | moderado =3 | abundante =4

0 | 1-2 | 3 4-5

0 | 1-7 | 8-14 14-20

Neutroéfilos por campo 400x (NT)

Reaccién granulomatosa por campo 400x (RG)

ausente =1 [ escaso=2 [ moderado =3 | abundante = 4

ausente =1 [ escaso=2 | moderado =3 | abundante =4

0 | 1-10 | 11-16 | 17-25

0 | 1 | 2 | 3

Fibroblastos por campo 400x (FB)

ausente =1 [ escaso=2 | moderado =3 | abundante = 4

0 | 1-5 | 6-10 | 10-20

Hemorragia por campo 400x (HR)

ausente =1 [ Escaso =2 | moderado =3 | abundante = 4

0 | 2campos | 3campos | 4 campos

Edema por campo 400x (ED)

ausente =1 | escaso =2 | moderado =3 [ abundante = 4

0 | 1campo | 2campos | 3 campos

Vasos sanguineos de neoformacién por campo 400x (VS)

ausente =1 [ escaso =2 | moderado =3 | abundante =4

0 [ 17 ] 8-14 | 14-20
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Cuadro 7

ORGANIZACION DE LA COLAGENA EN PIEL DE RATAS CON HERIDAS QUIRURGICAS
GRUPO A, GRUPO B Y GRUPO C

(TRICROMICA DE MASSON)

No animal Dia Grupo  OC No animal Dia Grupo OC No animal Dia Grupo  OC
1 1 A 1 23 1 B 1 45 1 C 1
2 2 A 1 24 2 B 1 46 2 C 1
3 3 A 2 25 3 B 2 47 3 C 1
4 4 A 2 26 4 B 2 48 4 C 1
5 5 A 2 27 5 B 2 49 5 C 1
6 6 A 2 28 6 B 2 50 6 C 2
7 7 A 3 29 7 B 3 51 7 C 2
8 8 A 3 30 8 B 2 52 8 C 2
9 9 A 3 31 9 B 3 53 9 C 2
10 10 A 3 32 10 B 3 54 10 C 2
11 11 A 4 33 11 B 3 55 11 C 3
12 12 A 4 34 12 B 3 56 12 C 3
13 13 A 4 35 13 B 3 57 13 C 2
14 14 A 4 36 14 B 3 58 14 C 3
15 15 A 4 37 15 B 3 59 15 C 3
16 16 A 4 38 16 B 3 60 16 C 3
17 17 A 4 39 17 B 3 61 17 C 3
18 18 A 4 40 18 B 3 62 18 C 3
19 19 A 4 41 19 B 4 63 19 C 4

20 20 A 4 42 20 B 4 64 20 C 4
21 21 A 4 43 21 B 4 65 21 C 4
22 22 A 4 44 22 B 4 66 22 C 4

OC.- Organizacion de la colagena.
1.- Cuando la colagena estaba ausente.
2.- Cuando la disposicion de las fibras de colagena no tenian direccién definida.

3.- Cuando las fibras de colagena tienden a alinearse como aspecto espina de pescado con tendencia a
ser horizontales al plano del borde de la lesion.

4.- Cuando las fibras de colagena se alinean horizontalmente al plano del borde de la lesion y
perpendiculares a los vasos sanguineos.
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Cuadro 8

RELACION DE EXPRESION DE FACTORES DE CRECIMIENTO
CELULAR EN PIEL DE RATAS CON HERIDAS QUIRURGICAS
TRATADAS CON LIOFILIZADO GRUPO A
(INMUNOHISTOQUIMICA)

Fase No animal VEGF TGF-p AAML
1 3 2 3
:g © 2 3 2 3
5w 3 3 2 3
R 4 3 2 3
€0 5 3 2 3
6 3 2 2
7 3 2 3
S,5% 8 3 2 3
:8-8‘—% w 9 4 3 4
g%g E 11 4 2 4
S o0 12 4 3 4
14 3 2 3
16 4 2 4
C
S5 17 4 3 4
o ® 18 4 3 4
o Te]
o - 19 4 3 4
£ ©
ega 21 4 3 4
22 4 3 4

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

1 | 2 [ 3
Negativo | Pocointenso | Moderadamente intenso | Altamente intenso
Factor de crecimiento transformante f (TGF-B)
1 2 [ 3
Negativo Poco intenso | Moderadamente intenso Altamente intenso

1
Negativo

2 I
Poco intenso | Moderadamente intenso

4
Altamente intenso

| |

| |
Anti-actina musculo liso (AAML)

| 3 |

| |
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Cuadro 9

RELACION DE EXPRESION DE FACTORES DE CRECIMIENTO
CELULAR EN PIEL DE RATAS CON HERIDAS QUIRURGICAS
TRATADAS CON LIOFILIZADO GRUPO B
(INMUNOHISTOQUIMICA)

Fase No animal VEGF TGF-p AAML
23 3 2 3
5o 24 3 2 3
5w 25 3 2 3
£o 26 3 2 3
€0 27 3 2 3
28 3 2 3
29 3 2 4
S £« 30 3 3 4
c 09 «—
9 o8 31 3 2 4
22275 33 3 2 4
57 50 34 4 3 4
36 4 3 4
38 4 2 4
C
by 39 4 3 4
o ® 40 4 3 4
- ©
SR 41 4 3 4
£ ©
o= 43 3 3 4
44 2 3 3

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

1 [ 2 [ 3 [ 4
Negativo | Pocointenso | Moderadamente intenso | Altamente intenso
Factor de crecimiento transformante f (TGF-B)

1 2 3
Negativo Poco intenso | Moderadamente intenso | Altamente intenso

|
Anti-actina musculo liso (AAML)
1 | 2 | 3 I 4
Negativo | Pocointenso | Moderadamente intenso | Altamente intenso
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Cuadro 10

RELACION DE EXPRESION DE FACTORES DE CRECIMIENTO
CELULAR EN PIEL DE RATAS CON HERIDAS QUIRURGICAS
TRATADAS CON LIOFILIZADO GRUPO C
(INMUNOHISTOQUIMICA)

Fase No animal VEGF TGF-p AAML
45 2 2 2
5 o 46 2 3 2
S w 47 2 3 2
R 48 2 3 2
€0 49 2 3 2
50 2 3 2
51 2 3 2
S £« 52 2 3 2
c o 0
ST8® 53 2 3 2
E2S 55 2 4 2
S o0 56 3 4 2
58 2 3 2
59 2 4 3
C
S S 61 2 4 3
S5 62 2 4 3
- ©
g < 63 2 4 3
£ ©
g0 65 2 4 3
66 2 4 3

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

1 | 2 | 3
Negativo | Poco intenso | Moderadamente intenso | Altamente intenso
Factor de crecimiento transformante p (TGF-B)
1 2 [ 3
Negativo Poco intenso | Moderadamente intenso | Altamente intenso

1
Negativo

2 I
Poco intenso | Moderadamente intenso

4
Altamente intenso

| |

| |
Anti-actina musculo liso (AAML)

| 3 |

| |
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Cuadro 11

RESISTENCIA DE LAS HERIDAS EN PIEL DE RATAS CON
HERIDAS QUIRURGICAS

GRUPO “A”, GRUPO “B” Y GRUPO “C”

Dias de cicatrizacion Grupo mm Hg
12 A 340
15 A 420
18 A 470
20 A 490
22 A 540
12 B 300
15 B 380
18 B 400
20 B 450
22 B 510
12 C 250
15 C 270
18 C 300
20 C 340
22 C 430
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9. ANEXO

Protocolo de Inmunohistoquimica para detectar los marcadores utilizados en este
estudio VEGF (Factor de crecimiento del endotelio vascular), TGF-B (Factor de
crecimiento transformante - B) y AAML (Anti-actina musculo liso)

11.

12.

13.

14.

Remover la parafina de las laminillas, introduciéndolas en una estufa durante 30
minutos a 60 °C.

Eliminar esta parafina sumergiendo las laminillas en xilol, durante 5 minutos.
Sumergir las laminillas en cada una de las soluciones de acuerdo al siguiente tren de
hidratacion: Xilol 5 min, Xilol 30 seg, ETOH Abs. Anhidro 30 seg, ETOH Abs. Anhidro
30 seg, ETOH 96% 30 seg, ETOH 96% 30 seg, ETOH 80% 30 seg, ETOH 70% 30
seg, ETOH 60% 30 seg, ETOH 50% 30 seg, Agua destilada 30 seg, Agua destilada 5
min.

Colocar las laminillas en un vaso de Coplin y agregar solucion de
desenmascaramiento Target 1X pH bajo

Colocar el vaso de Coplin con las laminillas dentro de la olla de presién, programar e
iniciar el calentamiento de la olla de presion por 5 minutos y detener el calentamiento
cuando la valvula de seguridad este levantada.

Retirar el vaso de Coplin de la olla de presion, colocar en un bafio de agua fria a
temperatura ambiente (TA) y esperar hasta que la solucion (Target) este fria.

Una vez fria la solucién, se realizan dos lavados (cambio) con agua destilada a las
laminillas.

Colocar las laminillas sobre coverplates (sistema de capilaridad).

Llenar los contenedores de los coverplates con agua destilada e incubar por 4 min.

. Agregar 3 gotas (80-100 ul aprox.) de Perdxido de hidrégeno H,O, al 0.9% e incubar

por 5 min.

Inmediatamente agregar solucion de lavado (PBST 1X ) al contenedor del coverplate
e incubar por 4 min.

Agregar 100 pl de solucion de anticuerpo primario (TNF-p, VEGF y AAML) e incubar
por 30 min a TA. Los anticuerpos se utilizan a una diluciéon 1/75, 1/50 y 1/50
respectivamente.

Agregar solucion de lavado (PBST 1X ) al contenedor del coverplate e incubar por 4
min.

Agregar 80 pl de solucion de polimero / Ab / HRP (anti conejo) e incubar por 30 min.
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15.

16.

17.

18.
19.

Agregar solucion de lavado (PBST 1X) al contenedor del coverplate e incubar por 4
min.

El revelado se realiza con 3,3 deaminobencidina (DAB) / Sistema por capilaridad.*
Agregando 100 pl de la solucion de DAB a cada laminilla

Colocar la laminilla sobre la platina del microscopio, e Incubar la laminilla con DAB un
tiempo minimo de 30 seg. a 60 seg. como maximo y retirar la laminilla del
microscopio cuando la reaccion calorimétrica es la adecuada al control positivo.

La reaccién se detiene enjuagando las laminillas con agua destilada.

Finalmente se realiza la contra-tincién con hematoxilina, las laminillas se enjuagan
con alcohol del 96 y se dejan secar a TA para después montarlas con resina

sintética” y el cubreobjetos correspondiente.

“ Dako
“ Entellan
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AAML:
DAB:

VEGF:
ETOH:

ETOH Abs:

EGF:
FGF:
FGFa:
FGFb:
IGF:
IGF-1:
H»0, :
HE:
HOpro:
HRGC:
IHQ
IL-1:
IL-2
IL-4
IL-8
INF-y:

LSAB+/DAB:

MEC:
PBST:
PDGF:
TA:
TGF-B:
TNF-B:

LISTA DE ABREVIATURAS

Anti-actina musculo liso

3,3 diaminobenzidina

Factor de crecimiento del endotelio vascular [endotelio vascular growth factor]
Alcohol etilico

Alcohol etilico absoluto

Factor de crecimiento epitelial [epidermal growth factor]

Factor de crecimiento fibroblastico [fibroblast growth factor]

Factor de crecimiento fibroblastico a [fibroblast growth factor]
Factor de crecimiento fibroblastico b [fibroblast growth factor]
Factor de crecimiento similar a la insulina [insulin-like growth factor]
Factor de crecimiento similar a la insulina 1 [insulin-like growth factor]
Peroxido de hidrogeno

Hematoxilina eosina

Hidroxiprolina

Cromatografia de gases de alta resolucion

Inmunohistoquimica

Interleucina-1

Interleucina-2

Interleucina-4

Interleucina-8

Interferén y

Marcador de estreptavidina-biotina para peroxidasas

Matriz extracelular

Buffer de fosfato salino con Tween 20

Factor de crecimiento derivado de plaquetas [platelet derived growth factor]

Temperatura ambiente
Factor B de crecimiento transformador [transforming growth factor- f3]

Factor  de necrosis tumoral [tumor necrosis factor- 3]
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