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CAPITULO |

1. RESUMEN

Dr. Omar Federico L6pez Lugo

Universidad Auténoma de Nuevo Leon, Facultad de Medicina, Departamento de
Cirugia Plastica Estética y Reconstructiva, Hospital Universitario UANL.

Titulo del Estudio: Efectos de la Soluciéon de Superoxidacidon (Microdacyn®) en la
Angiogénesis del Tejido de Granulacién

NUmero de paginas: 54
Area de Estudio: Cirugia Plastica, Estéticay Reconstructiva

Propdsito y Método del Estudio: Las soluciones de superoxidacion son de uso comun
en la curacién de las heridas sin embargo desconocemos cientificamente los efectos del
Microdacyn® en la angiogénesis del tejido de granulacion. El propésito del estudio es
demostrar los efectos de la solucion de superoxidacion (Microdacyn®) en la formacion de
vasos sanguineos del tejido de granulacion. Material y métodos: Se incluyeron como
modelo animal 6 perros de la raza mongrel, confinados al Bioterio de la Facultad de
Medicina UANL. A cada perro bajo sedacién y anestesia local se le realizaron 6 heridas
de 6x4cm en el dorso, las heridas se dividieron aleatoriamente en dos grupos: Grupo
control (curaciones con solucién fisiolégica) y grupo experimental (curaciones con
Microdacyn®). Las curaciones fueron realizadas por el investigador de manera cegada.
Las curaciones se iniciaron a las 24hrs de realizar las heridas y se cubrieron con parche
de hidrocoloide, se repitidé la curacion cada 72hrs hasta cumplir un seguimiento de 3
semanas (6 curaciones), se tomaron biopsias en sacabocado en los dias 1, 6, 14 y 22 de
seguimiento. Las muestras fueron evaluadas por el servicio de Anatomia Patolégica del
Hospital Universitario UANL de manera cegada buscando densidad vascular e inflamacion
mediante tincibn con Hematoxilina y Eosina. Resultados: un total de 144 biopsias (72
grupo control y 72 grupo Microdacyn®). Cantidad de Vasos: Semana 0: grupo
Microdacyn® fueron 1 ausente, 11 leve, 5 moderado y 1 abundante; grupo control fueron
1 ausente, 10 leve, 7 moderado y 0 abundante (p= 0.710). Semana 1: grupo Microdacyn®
fueron 1 leve, 5 moderado y 12 abundante; grupo control fueron 0 leve, 4 moderado y 14
abundante (p= 0.531). Semana 2: grupo Microdacyn® fueron 1 leve, 1 moderado y 16
abundante; grupo control O leve, 3 moderado y 15 abundante (p= 0.362). Semana 3: grupo
Microdacyn® 0 leve, 6 moderado y 12 abundante; grupo control 1 leve, 4 moderado y 13
abundante (p= 0.487). Cantidad de Inflamacion: semana 0: grupo Microdacyn® fueron 18
ausente y 0 moderado; grupo control fueron 16 ausente y 2 abundante (p= 0.146). Semana
1: grupo Microdacyn® fueron 6 moderado y 12 abundante; grupo control fueron 5
moderado y 13 abundante (p= 0.717). Semana 2 el grupo Microdacyn® fueron 1 ausente,
1 leve, 11 moderado y 5 abundante; grupo control O ausente, O leve, 6 moderado y 12
abundante (p= 0.006). Semana 3: grupo Microdacyn® 1 leve, 9 moderado y 8 abundante;
grupo control 1 leve, 12 moderado y 5 abundante (p= 0.591). Conclusion: Los resultados
en cuanto a cantidad de vasos durante el seguimiento fueron similares en ambos grupos
(p>0.05). El Microdacyn® no tiene efecto en la vascularidad del tejido de granulacion
comparado con la solucidn fisiolégica.

Aprobacién del Resumen:

Dr. Sergio Armando Pérez Porras Dr. Gabriel Angel Mecot Rivera
Director de Tesis. Co-Director de Tesis.
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2. INTRODUCCION

El tejido de granulacién es de vital importancia debido a que forma
una sustitucion transitoria para la formaciéon de dermis y posteriormente

epidermis en la cicatrizacion de las heridas.

Su adecuado manejo puede acelerar el proceso de cicatrizacion.
Por tal motivo el determinar si los productos de limpieza de heridas no son

perjudiciales en dicho proceso es de vital importancia.

En este estudio evaluamos la etapa de angiogénesis en heridas

sobre un modelo experimental animal.

2.1 CICATRIZACION

El proceso de cicatrizacién es muy complejo y requiere colaboracion
entre diferentes tejidos y lineas celulares, asi como una variedad de
sefales intracelulares y extracelulares. Es conocido que las lesiones inician
una cascada de eventos morfoldgicos y fisiopatoldgicos, incluyendo el
proceso de inflamacién, proliferacion y remodelacion de tejidos, todos

genéticamente programados e implementados en etapas .

En este proceso, la restauracion de la red de dermis vascular es
esencial para la curacion de las heridas, tanto para el desarrollo,

remodelacion y maduraciéon del tejido de granulacion, asi como para la
10



sobrevida de los queratinocitos. El tejido de granulacion es vital para
promover un medio idoneo para la neoformacion de vasos sanguineos
dafiados, movilizacion y proliferacion de fibroblastos, inicio de la fuerza
tensil de la herida y el servir de andamio para la migracion de las células

epidérmicas (epitelizacion) 1.

En toda herida se inicia inmediatamente un proceso de reparacion.
En algunas circunstancias este proceso de reparacion se dificulta, por
ejemplo: en heridas infectadas, pacientes con diabetes mellitus,
hipotiroidismo, desnutricion; pacientes con sindromes asociados con
cicatrizacion anormal: cutis laxa, Ehlers-Danlos, homocistinuria vy
osteogénesis imperfecta, pacientes con insuficiencia arterial, falta de
humedad en la herida. Muchos medicamentos han sido clinicamente
utilizados para tratar las heridas en piel, tales como la sulfadiazina,
lodopovidona, soluciones con peréxido de hidrogeno y unguientos de
antibiotico, estos sin embargo son desinfectantes y pueden ser citotéxicos
para los nuevos tejidos en crecimiento, sin embargo ninguno ha sido

reportado como efectivo para la cicatrizacion de heridas en piel 2.

2.2 TEJIDO DE GRANULACION

El tejido de granulaciéon se forma para proporcionar la sustitucion
transitoria de la dermis normal. Inicia su formacion a partir del 3er y 4to dia
posterior a la lesion y llega a su maduracién a las 2 semanas. Su

composicibn es una red densa de vasos sanguineos y capilares

11



(angiogénesis), fibroblastos, macréfagos y fibras de colageno. El término

deriva de su apariencia de color rosa suave y granular 3.

Existen diversos factores que disminuyen la formacién adecuada del
tejido de granulacion en las heridas tales como: la infeccion, colonizacion
bacteriana (biofilm), sustancias irritantes (antisépticos), falta de humedad,
insuficiente flujo sanguineo (insuficiencia arterial) y presencia de tejido

necrotico en la herida 4.

El manejo de este tejido de granulacién es vital para promover un
medio idoneo para formacion de vasos sanguineos dafiados (nutricion),
movilizacion y proliferacion de fibroblastos (sintesis de colageno), para
iniciar la fuerza tensil de la herida y para formar un andamio para la

migracion de las células epidérmicas (epitelizacion) °.

La neoformacion de vasos sanguineos (angiogénesis) provee a las

heridas de oxigeno y nutrientes necesarios para llevar a cabo la

movilizacion y actividad de fibroblastos y células epiteliales imperativo para

la cicatrizacion.

2.3 ANGIOGENESIS

12



La angiogénesis es el proceso fisioldgico que consiste en la
formacion de vasos sanguineos nuevos a partir de los vasos preexistentes
y es un fenémeno normal durante el desarrollo embrionario, el crecimiento

y en la cicatrizacién de las heridas .

El fenbmeno de angiogénesis describe el crecimiento de nuevos
capilares de los vasos sanguineos existentes, este es el proceso mas
importante en la formacion y desarrollo de vasos, este proceso promueve
la cicatrizacion de heridas y la granulacién de tejidos, también es conocido
como angiogénesis fisiologica. Para mantener un balance entre la
formacion e inhibicion de nuevos vasos, el cuerpo controla la angiogénesis.
Cuando este balance es alterado, la formacion de vasos sanguineos

presenta aumento del crecimiento o una reduccién de los mismos 6.

La angiogénesis en la curacion de heridas esta estrechamente
asociada con la produccion de factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), el cual promueve la neovascularizacion al estimular la proliferacion
de células endoteliales. Existe una fuerte evidencia en la literatura de que
los efectos angiogénicos del VEGF en la curacion de heridas es
primariamente regulado por la subunidad alfa del factor 1 inducible por
hipoxia (HIF-1). Este factor es una proteina heterodimérica compuesta de
una subunidad alfa y otra beta, siendo la subunidad alfa primariamente
regulada por oxigeno en los tejidos. En la presencia de hipoxia, la HIF-1

alfa se acumula en los tejidos en vez de degradarse, o que normalmente

13



ocurre en tejidos normoxémicos, se activa la expresion de genes blanco
incluyendo VEGF. Esta bien demostrado el aumento de la produccion de
HIF-1 alfa en las heridas hipdxicas, al menos en las etapas iniciales de la
cicatrizacion. Este incremento en la produccién de HIF-1 alfa estimula la
expresion de VEGF y sus receptores en la cicatrizacion de heridas para

promover la angiogénesis 8.

En diferentes estudios se ha evaluado la neovascularizacion en el
tejido de granulacion. Esta neovascularizacién (angiogénesis) puede ser
determinada por tinciones inmunohistolégicas (CD31, CD34 ¢ integrina de
los vasos), con niveles de trazador radiactivo en sangre y los niveles de

sangre-hemoglobina contenidos en una esponja.

La cuantificacibn de angiogénesis en los métodos de
determinacién utilizan la medicién de los niveles de hemoglobina o la
valoracion de regiones seleccionadas de secciones histolégicas en
busqueda de densidad vascular, sin embargo los métodos que utilizan la
hemoglobina no son muy confiables y algunas veces resultan engafiosos
debido a que el contenido de sangre depende del tamafo de los vasos y

por la extension de la posible sangre inactiva ©.

Los resultados de angiogénesis pueden ser evaluados por el uso

de un microscopio y calculando los vasos sanguineos los cuales son
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formados de novo dentro del area observacional dentro del campo ©.

Existen métodos de cultivo celular basandose en que las células
endoteliales juegan un papel primordial en la angiogénesis. Estos métodos
son basados en el conteo celular, incorporan timidina 6 tinciones de

inmunohistoquimica para valorar la proliferacién o muerte celular ©,

En un estudio animal (ratas) en el que se valoré la angiogénesis
en heridas por quemadura de tercer grado mediante tinciones con
Hematoxilina—Eosina y Tricromico de Goldner-Szekely, en el estudio
inmunohistoquimico se utilizaron anticuerpos Anti-CD34, Anti-SMA, Anti-
Colagena 1V, Anti-Laminina, y Anti-Fibronectina, concluyendo que la
angiogénesis comienza en la periferia de la quemadura y que la
remodelacion y maduracién vascular continda hasta después de la

completa epitelizacién de la herida .

Un estudio en el que se valord la epitelizacion, angiogénesis y
formacién de tejido de granulacion en heridas utilizé la expresion de
colagena tipo | y lll asi como el factor de crecimiento endotelial vascular

con tinciones de inmunofluorescencia °.

Otro estudio en el que se valoré el tejido de granulacion en
guemaduras de segundo grado en un modelo porcino, dentro de su

metodologia se realizaron biopsias en los dias 0 (antes de la quemadura)

15



a los dias 1, 4, 7, 10, 14 y 21. En su analisis histolégico las muestras se
fijaron con parafina, se cortaron en secciones de 5 micrometros tefiidas con
hematoxilina-eosina. Se utilizé un sistema semicuantitativo de medicion
para evaluar la cicatrizacion de la herida: angiogénesis: crecimiento de
nuevos vasos como: l=ausente, 2=leve, 3=moderada, 4=marcada,
5=exuberante; y formacion de tejido de granulacion: el porcentaje de tejido
de granulacion llenando los defectos dérmicos, el cual consiste en los vasos
sanguineos recién formados, fibroblastos proliferando y los nuevos
depdsitos de colageno: rangos: 0= <5%, 1= 6-25%, 2= 26-50%, 3= 51-70%,

4=71-90%, 5= 91-100% 1°.

En otro estudio, tinciones estandar de hematoxilina-eosina fueron
realizadas en secciones representativas para la evaluacion histopatolégica
en la formacion de tejido de granulacion y epitelizacion. Cada uno de estos
parametros fueron evaluados semicuantitativamente bajo microscopio de
bajo poder de luz por el patélogo cegado a la procedencia de los
especimenes, dando una escala de 4 puntos: (O=ausente, 1=leve,

2=moderada, 3=abundante) 8.

En un estudio basado en ratas a las que les fue aplicado en el dorso
con aguja de 13-G a nivel subcutaneo un hilo de algodon de 1cm de longitud
y 7mg de peso, posteriormente el hilo de algodon fue retirado bajo
anestesia (éter dietilico), y el tejido de granulacion fue pesado. La

angiogénesis fue valorada midiendo el contenido de hemoglobina

16



espectrofotométricamente 1.

Otro estudio realizado en ratas de nueve semanas de edad con un
peso de 300-360 gramos, se les realizdé heridas de espesor total en la
espalda con un diametro de 19 mm. La herida fue cubierta con gasa y un
mililitro de isodine (grupo experimental) 6 solucion salina (grupo control) fue
aplicada a la herida inmediatamente después de la operacion, se le dio
seguimiento diariamente en un total de 15 dias. Las heridas fueron
fotografiadas una vez al dia con una regla calibrada en milimetros siendo
7-8 ratas en cada grupo. Un anillo de plexiglas fue insertado en cada herida
y suturado a sus bordes, el didmetro de este anillo fue de 20 mm y su
profundidad de 9 mm, el anillo fue cubierto con una maya de nylon. Una
jeringa fue utilizada para aplicar las soluciones previamente mencionadas,
unavez al dia por 7 dias. Después de tomar biopsia el tejido de granulacion
fue utilizado para determinacion de hidroxiprolina y extraccion de DNA. El
exudado formado en la parte superior del tejido de granulacion fue utilizado
para la determinacion de proteina y acido urénico. Para el analisis
histoldgico las muestras de la heridas de los dias 3, 7, 11 y 15 fueron fijadas
en 4% de formaldehido con tincion de hematoxilina y eosina o azul de
tricromico, el grosor del epitelio fue medido en cada seccion histologica en

ambos lados de la herida en 4 diferentes sitios 12.

En un estudio animal en el que se valoré la angiogénesis se

incluyeron 35 ratas adultas, pesando entre 280-310grs. Los animales

17



recibieron anestesia general por inyeccion intramuscular de hidrocloruro de
ketamina a 85 ml/kg e hidroclururo de xylazina 6mg/kg. Un area de 4-5 cm?
de pelo fue removida de la porcion superior dorsal de cada animal sobre la
cual un metal en forma de cono (acero inoxidable) con un diametro de 1 cm
equipado con un termémetro de control calentado a 100 grados centigrados
hirviendo en agua fue aplicado por segundos. Después de producir las
guemaduras cada animal fue vendado aplicando una gasa sobre la herida.
Bajo anestesia general se realizaron biopsias a los dias 3, 6, 9, 12, 15, 18
y 21 con el objetivo de observar el proceso dinAmico de la angiogénesis en
la herida. Los fragmentos de piel fueron fijadas con formalina, se realizé
tincion con Hematoxilina —Eosina y Tricromico de Goldner-Szekely. El
estudio inmunohistoquimico se utilizaron anticuerpos Anti-CD34, Anti-SMA,

Anti-Colagena IV, Anti-Laminina, y Anti-Fibronectina *.

2.4 SOLUCIONES DE SUPEROXIDACION

Las soluciones de superoxidacion son electroquimicamente
procesadas de soluciones acuosas (agua y sal). Durante un proceso de
electrdlisis, las moléculas son disociadas y especies reactivas de cloro y

oxigeno son formadas.

Estas especies reactivas pueden potencialmente dafiar acidos

nucleicos, proteinas y lipidos. Por ejemplo, radicales libres de oxigeno tales

18



como superoxido (O2) y el radical hidroxilo (OH’) podrian reactivarse
directamente con proteinas y otras macromoléculas para producir
carbonilos (aldehidos y cetonas) y peroxidacién lipidica. Otras moléculas
como el peroxido de hidrégeno (H202) e hipoclorito (OCI) aunque no son

radicales libres contienen oxigeno y facilitan la formacion de radicales libres

4

En los dltimos 20 afios estas sustancias de superoxidacion han sido
utilizadas como potentes agentes antimicrobianos (desinfectantes de
instrumental y superficies inanimadas), asi como su uso en humanos. Las
soluciones de superoxidacion a pH neutro (Microdacyn®) son utilizadas en
productos de cuidados de heridas en varios paises. Estas ultimas son
soluciones hipoténicas con una osmolaridad de 13 mOsm y conocidas
especies quimicas incluyendo agua superoxidada (99.98%), &cido
hipocloroso, hipoclorito de sodio y cloruro de sodio en pH 7.2 a 7.8. Debido
a su potencial oxido-reduccion (>800), eficientemente mata bacterias,
hongos, virus y esporas en segundos a minutos dependiendo del tipo de
estudio evaluado. EI mecanismo de accion del Microdacyn® en la
erradicacion de varios microorganismos no ha sido totalmente definido pero
este involucra dos procesos: alteracion de la integridad de la pared
bacteriana ¢ capside viral debido a su alto potencial de 6xido-reduccion y
lisis celular por diferencias de presion osmaética entre la célula y la solucion
hiposmotica (Microdacyn®). Usando microscopia, el edema bacterial es

observado dentro de los primeros 30 segundos de exposicion al
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Microdacyn® seguido por la ruptura de la célula (bacteria) 4.

El Microdacyn® no induce sensibilizacion o irritacion en la piel en
estudios animales a pesar de su alto potencial de oxido-reduccion y
actividad antimicrobiana sin embargo una preocupacion ha sido el potencial

dafio oxidativo a las células humanas “.

En nuestro medio utilizamos de manera rutinaria las soluciones de
superoxidacién para la limpieza y manejo de heridas. Sin embargo, no
hemos encontrado estudios que muestren los efectos de las soluciones de
super-oxidacion en la angiogénesis del tejido de granulacion de las heridas.
En consecuencia se disefi6 el presente estudio para determinar los efectos
del Mycrodacyn® en la angiogénesis del tejido de granulacién en un modelo

animal.

CAPITULO Il

3. HIPOTESIS
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3.1.1 HIPOTESIS DE TRABAJO
La utilizacion de la solucion de superoxidacion (Microdacyn®)

modifica la angiogénesis del tejido de granulacion.

3.1.2 HIPOTESIS NULA
La utilizacién de la solucion de superoxidacion (Microdacyn®) no

modifica la angiogénesis del tejido de granulacion.

3.2 ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION

Actualmente utilizamos las soluciones de superoxidacion en

cualquier tipo de herida manejada en nuestro servicio.

En nuestra apreciacion clinica hemos observado que las heridas
manejadas con soluciones de superoxidacion no evolucionan
favorablemente, evidenciando clinicamente un retardo en su cicatrizacion.

Desconocemos cientificamente los efectos de las soluciones de
super-oxidacion en la angiogénesis del tejido de granulacion por lo que se

realizo el presente trabajo.
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4. OBJETIVO

4.1 Objetivo General:

CAPITULO IV
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Demostrar los efectos de la solucion de superoxidacion

(Microdacyn®) en la angiogénesis del tejido de granulacion.

4.2 Objetivo Especifico:

Determinar la Densidad Vascular en muestras de tejido de

granulacion en heridas tratadas con solucion de superoxidacion

(Microdacyn®).

Determinar la presencia de Inflamacién (Leucocitos) en muestras de

tejido de granulacion tratados con Solucion de Superoxidacion

(Microdacyn®).

CAPITULO V

5. MATERIAL Y METODOS:

5.1 Disefio Metodolégico del Estudio:
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Estudio experimental, aleatorizado, comparativo, prospectivo, doble

ciego. Ensayo clinico controlado.

Revision y Aprobacion del Comité de Etica en Investigacion de la

Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leon y

Hospital Universitario. (Registro con Clave CP14-001).

5.2 Calculoy Tamafio de Muestra

Muestreo no probabilistico por conveniencia.

5.3 Criterios deinclusion:

e Perros de raza mongrel
e 1 a3afios de edad

e 20-30 kg de peso

5.4 Criterios de exclusioén:

e Enfermedad clinica en el perro.
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5.5 Criterios de eliminacién

e Perros que por enfermedad o muerte no puedan concluir el estudio.

5.6 Descripcion del Estudio

Modelo Animal

En este protocolo se utilizaron perros mongrel, de 1 a 3 afios de

edad, de 20 a 30 kg de peso.

Los perros fueron clinicamente evaluados y cuidados por médicos
veterinarios en las instalaciones del Bioterio del Departamento de Fisiologia
de la Facultad de Medicina UANL, segun la Norma Oficial Mexicana para
las especificaciones técnicas en la produccion, cuidado y uso de los

animales de laboratorio (NOM 06-Z00-999).

Los animales fueron alimentados y suplementados con croquetas
durante 2 semanas previas al procedimiento quirurgico y hasta el final del

protocolo, teniendo acceso libre a agua.
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Los procedimientos quirdrgicos y curaciones se realizaron bajo
sedacion (Ketamina 5mg/kg IV y Midazolam 0.2mg/kg IV) y anestesia local
(lidocaina 1%), apoyados por el personal veterinario del Bioterio de la
Facultad de Medicina UANL, posteriormente se realiz6 rasurado de pelo en

el dorso del animal. (Ver esquema 4, Bitacora para el uso del Bioterio).

Posteriormente se realizaron 6 heridas en el dorso de cada perro
(6x4cm) de espesor total, incluyendo piel y tejido celular subcutaneo. Se
les asign6é un namero a cada herida. Se procedié a la toma de biopsia en
sacabocado en fascia muscular, con punch marca Miltex® de 5mm. Se
aplicé cobertura de las heridas con gasa simple y vendaje por 24horas (ver
Esquema 1. Sitio de heridas en dorso de animal; ver fotografias 1 a 7,

marcaje e incision de heridas en dorso de animal).

Se dividieron las heridas aleatoriamente en dos grupos con el
programa de computo Excel:
e Heridas Control: Curaciones con solucién fisioldgica.
e Heridas Experimental: Curaciones con solucion de superoxidacion

(Microdacyn®).

El investigador encargado de las curaciones (cegado) tenia la
solucion de limpieza en seis botes idénticos numerados previamente (1 al

6) proporcionados por un segundo investigador encargado de aleatorizar
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las heridas de cada perro (ver esquema 2, Aleatorizacion de Curaciones en
el Programa de Computo Excel; ver fotografia 8, Aleatorizacion de frascos

con soluciones de curacion).

Las curaciones se iniciaron a las 24hrs de realizar las heridas, con
la solucion de limpieza previamente aleatorizada, posteriormente se
cubrieron con parche de hidrocoloide y se repitid el procedimiento para
cada grupo cada 72hrs hasta cumplir un seguimiento de 3 semanas (6

curaciones en total por animal).

Se realizaron 4 tomas de biopsias a cada herida al dia 1, 6, 14 y 22
de realizadas las heridas en cada perro, siendo un total de 24 biopsias por
animal (ver Esquema 3, Cronologia de Biopsias y Curaciones en cada
Perro y Esquema 4, Biopsias).

Las biopsias fueron enviadas al Servicio de Anatomia Patolégica del
Hospital Universitario UANL donde el Patélogo recibié las muestras de las
heridas de manera cegada y busco:

e Densidad vascular

e Inflamacion

Densidad Vascular
Por cada caso se revisaron secciones en hematoxilina-eosina a 40x.

buscando:
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e Presencia/Ausencia de tejido de granulacion.

En caso de estar presente el tejido de granulacion se clasifico de la
siguiente forma:
e Abundante
e Moderado

e Escaso

(Ver ejemplos de vasos sanguineos en muestras del estudio,

fotografias 9,10,11 y 12).

Inflamacion
Por cada caso se revisaron secciones en hematoxilina-eosina a 40x.
buscando:

e Presencia/Ausencia de inflamacion

En caso de estar presente se clasifico de la siguiente forma:
e Leve
e Moderado

e Abundante

(Ver ejemplos de inflamacion en muestras del estudio, fotografias

13,14,15 y 16).
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5.7 Analisis Estadistico

La informacion se recab6 en la Base de Datos Excel.

Andlisis de datos con prueba de chi cuadrada (para variables

categoricas)

Confiabilidad del 95% y se consideré estadisticamente significativa

p < 0.05.

Se utilizo Software SPSS (version 20.0 de IBM Company).

CAPITULO VI

6. RESULTADOS

6 perros fueron incluidos en el estudio, a cada uno de ellos se les
realizaron 6 heridas y se tomaron 24 biopsias durante su seguimiento,
teniendo un total de 144 biopsias: 72 biopsias aleatorizadas para el grupo
experimental (Microdacyn®) y 72 biopsias aleatorizadas para el grupo

control (solucién fisiolégica).
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Los resultados para la Cantidad de Vasos en la semana 0, para el
grupo de experimental (Microdacyn®) fueron 1 ausente, 11 leve, 5
moderado y 1 abundante; para el grupo control (fisiolégica) fueron 1
ausente, 10 leve, 7 moderado y 0 abundante, con una p= 0.710. (Ver
Grafica 1). Para la semana 1: grupo experimental (Microdacyn®) fueron 1
leve, 5 moderado y 12 abundante; para el grupo control (fisiolégica) fueron
0 leve, 4 moderado y 14 abundante, con una p= 0.531 (ver Gréfica 2). Para
la semana 2 en el grupo experimental (Microdacyn®) fueron 1 leve, 1
moderado y 16 abundante; para el grupo control (fisiologica) O leve, 3
moderado y 15 abundante, con una p= 0.362 (ver Grafica 3). Para la
semana 3 el grupo experimental (Microdacyn®) 0O leve, 6 moderado y 12
abundante; el grupo control (fisiol6gica) 1 leve, 4 moderado y 13 abundante,

con una p= 0.487 (ver gréficas 4y 9).

Los resultados para la Cantidad de Inflamacion en la semana 0, para
el grupo de experimental (Microdacyn®) fueron 18 ausente y 0 moderado;
para el grupo control (fisiol6gica) fueron 16 ausente y 2 abundante, con una
p= 0.146 (ver Grafica 5). Para la semana 1: grupo experimental
(Microdacyn®) fueron 6 moderado y 12 abundante; para el grupo control
(fisiologica) fueron 5 moderado y 13 abundante, con una p= 0.717. (Ver
Grafica 6). Para la semana 2 el grupo experimental (Microdacyn®) fueron
1 ausente, 1 leve, 11 moderado y 5 abundante; para el grupo control

(fisiologica) 0 ausente, O leve, 6 moderado y 12 abundante, con una p=
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0.006 (ver Gréfica 7). Para la semana 3 el grupo experimental
(Microdacyn®) 1 leve, 9 moderado y 8 abundante; el grupo control
(Fisiologica) 1 leve, 12 moderado y 5 abundante, con una p= 0.591 (ver

gréficas 8 y 10).

CAPITULO VII

7. DISCUSION

Es una practica comun el evaluar la eficacia y seguridad de la
curacion de heridas de las sustancias antisépticas demostrando la actividad
antimicrobiana y disminucion de irritacion de piel en modelos animales. Las

soluciones de superoxidacién han mostrado ser efectivos antimicrobianos
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con distintas aplicaciones clinicas. Estas sustancias de superoxidacion de
pH neutro como el Microdacyn® tienen actualmente un amplio uso en las
curaciones de heridas sin inducir irritacion en piel en modelos animales a

pesar de su alto potencial de éxido-reduccién (>800) 4.

Sin embargo una interrogante es el potencial de inducir el estrés
oxidativo en las células que intervienen en el proceso de cicatrizacion
cuando utilizamos estas soluciones de superoxidacion en heridas. En
nuestra apreciacion clinica observamos una disminucion en la vascularidad
del tejido de granulacién al utilizar soluciones de superoxidacion de pH

neutro.

Hasta el momento de la realizacion de este estudio no hemos
encontrado evidencia cientifica de los efectos de estas sustancias de
curacién en la vascularidad del tejido de granulacién, por tal motivo
realizamos un estudio experimental para valorar el efecto del Microdacyn®
en la vascularidad del tejido de granulacibn en un modelo animal.
Comparamos los efectos en la vascularidad del tejido de granulacion del
Microdacyn® con la solucion fisioldgica (producto para la limpieza de
heridas sin potencial citotoxico). La vascularidad fue valorada con tinciones
de hematoxilina y eosina, reportando el patdlogo como vascularidad
ausente, leve, moderada y abundante, método utilizado para valorar la
vascularidad del tejido de granulacion en estudios previos 810, La

Vascularidad del tejido de granulacion entre estos dos grupos fue similar,
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no encontrando diferencia estadisticamente significativa en las tres

semanas de seguimiento (p > 0.05).

En cuanto a la inflamacion nuestros resultados reportan una
disminucién significativa (p=0.006) para el grupo experimental
(Microdacyn®) solo en la semana 2 de seguimiento, motivo por el que seria
conveniente realizar mas estudios clinicos con respecto a la inflamacion y

el uso de Microdacyn®.

En un estudio de viabilidad de fibroblastos in vitro, los autores
encontraron una viabilidad de los mismos del 70% al estar en contacto 30
minutos con el Microdacyn® “4. En nuestro estudio no encontramos
evidencia de dafio a la vascularidad del tejido de granulacién en el grupo
curado con Microdacyn® cuando se compard con el grupo al que se le

realizaron curaciones con solucion fisiologica (NacCl).

El disefio de la herida de 6 cm por 4 cm se baso6 en el concepto de
la contraccién de la herida dada por los miofibroblastos y evitando con esto
el cierre por segunda intencién 3. En un estudio de heridas en perros para
valorar la cicatrizacion de heridas en su dorso comparando ungiento de
polietilenglicol (con propiedades de absorcién hidrica) con una pasta de
Propolis (extracto de plantas extraido por abejas). En dicho estudio
realizaron heridas de 3cm de didmetro encontrando una contraccion y

cicatrizacion de la herida de 87% para el grupo de polietilenglicol y de 96%
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para el grupo de pasta de Propolis a los 21 dias de seguimiento 4.

Una limitante del estudio es que por cuestiones econdmicas no
utilizamos la técnica de inmunohistoquimica con anticuerpos CD34+
(células precursoras endoteliales) y anti-SMA (anticuerpo contra musculo
liso) como lo reportan estudios previos en los que evaluaron la
angiogénesis del tejido de granulacién 8. La inmunohistoquimica permite
la localizacion microanatomica de su expresion (anticuerpo especifico) y su
correlacion con los parametros morfolégicos, aumentando la sensibilidad y
especificidad, sin embargo las muestras de tejido de granulacion fueron
evaluadas por el patélogo utilizando el método de Hematoxilina/Eosina y
microscopio de luz siendo reportada esta técnica util y efectiva en estudios

previos 181012,

Puntos a favor en el disefio de nuestro estudio son la aleatorizacién
de las heridas y que estas fueron doblemente cegadas tanto para el
investigador encargado de las curaciones y biopsias, como para el patologo
encargado de revisar las mismas. Con esto disminuimos al méaximo

cualquier sesgo en las muestras analizadas.

Actualmente en el manejo avanzado de heridas es necesario una
cobertura que proporcione y mantenga un ambiente humedo, absorba el
exudado, mantenga un intercambio gaseoso, proteja del ambiente externo,

aislé téermicamente, que tenga poca adherencia y sea costo-efectivo (pocos
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recambios) 1°. En este estudio elegimos el hidrocoloide por ser un parche
para la curacion de heridas que cumple con los objetivos mencionados. Por
otro lado, las curaciones humedas-secas no son actualmente el estandar
de tratamiento en las heridas debido a que estas curaciones son dolorosas,
secan la herida y lesionan las células de curacion, impidiendo con esto la
adecuada cicatrizacion 1617, Ademas consideramos que las curaciones
diarias no son factibles en nuestra metodologia por los riesgos anestésicos

gue implican las mismas en nuestro modelo animal.

El tejido de granulacion comienza a producirse a partir del tercer o
cuarto dia posterior a producirse la herida, teniendo su maxima maduracion
a las dos semanas, posteriormente la epitelizacion se produce y continua
una etapa de maduracioén de la herida que puede durar varios meses 3. El
seguimiento de nuestras heridas fue de tres semanas, tiempo en el que la
angiogénesis en el tejido de granulacién esta presente y puede ser

evaluada en las muestras de los tejidos.
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CAPITULO VI

8. CONCLUSION

El uso de solucién de superoxidacion (Microdacyn®) no modifica la
vascularidad del tejido de granulacién comparado con la solucién fisiologica
en las heridas limpias del modelo animal estudiado. Al mismo tiempo, el
Microdacyn® disminuye la inflamacion en la segunda semana de
seguimiento, por lo que se necesitan mas estudios que evallen la

relevancia clinica de este hallazgo.
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CAPITULO IX

9. ANEXOS

9.1 ESQUEMAS
Esquema 1.

Sitio de heridas en dorso de animal
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Esquema 2.

Aleatorizacién de Curaciones en el Programa de CoOmputo Excel

Excel File Edit View Insert Format Tools Data Window # Help 2F Y R )

eoe * aleatorizacion protocelo microdacyn.xlsx

PEOA®R XDO&# @0 24 F @5 d s @

]ﬁum-lannﬁh{me\rarmnnlmlnnh-]

S o Bl ik

‘Number

. Eﬂl - Cahhﬂ(Bndy) : 1 - abc' E)wrap'rga Gmera\ -
‘ - % o (%48

K15 100 K

A B C F G H
1 P11 Frasco 1 P3-1 P5-1 Frasco 3
2 P12 Frasco 2 P3-2 P5-2 Frasco 3
3 P13 Frasco 2 P3-3 P5-3 Frasco 5
4 P1-4 Frasco 2 P3-4 P5-4 Frasco 5
5 |P15 Frasco 1 P3-5 P5-5 Frasco 3
6 P1-6 Frasco 1l P3-6 P5-6 Frasco 5
7
& P21 Frasco 5 P4-1 Frasco 1 P6-1 Frasco 4
9 P22 Frasco 3 P4-2 Frasco 2 P6-2 Frasco 4
10 P2-3 Frasco 5 P4-3 Frasco 2 P6-3 Frasco 6
11 p2-4 Frasco 3 P4-4 Frasco 2 P6-4 Frasco 6
12 |P2-5 Frasco 3 P4-5 Frasco 1 P6-5 Frasco 6
13 P2-6 Frasco 5 P4-6 Frasco 1 P6-6 Frasco 4
5]
Esquema 3.

Cronologia de Biopsias y Curaciones en cada Perro

Biopsia * * * *
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Esquema 4.

Biopsias

: & - 144
Perro . * (4 Biopsias por - ¢(6 perros en el - Bi .
herida) estudio) lopsias

Esquema 5.

Bitacora para el uso del Bioterio

Perro 1

Martes 10 de Junio 2014  Realizacién de heridas en dorso de perro
y toma de biopsias.

Viernes 13 de Junio 2014 Curacion y aplicacion de parches de
hidrocoloide.

Martes 17 de Junio 2014 Toma de biopsia y curacion con parche de
hidrocoloide

Viernes 20 de Junio 2014 Curacién con parche de hidrocoloide.

Martes 24 de Junio 2014 Toma de Biopsia y curacion con parche de
hidrocolide.
Viernes 27 de Junio 2014 Curacion con parche de hidrocoloide.

Lunes 30 de Junio 2014: Toma de biopsia y curacién con parche de
hidrocoloide.
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Martes 9 de Septiembre
2014

Realizacion de heridas en dorso de perro
y toma de biopsias.

Viernes 12 de Septiembre
2014

Curacioén y aplicacion de parches de
hidrocoloide.

Martes 16 de Septiembre
2014

Toma de biopsia y curacién con parche
de hidrocoloide.

Viernes 19 de Septiembre
2014

Curacioén con parche de hidrocoloide.

Martes 23 de Septiembre
2014

Toma de Biopsia y curacion con parche
de hidrocolide.

Viernes 26 de Septiembre
2014

Curacion con parche de hidrocoloide.

Martes 30 de Septiembre
2014:

Toma de biopsia y curacién con parche
de hidrocoloide.

Martes 4 de Noviembre
2014

Realizacion de heridas en dorso de perro
y toma de biopsias.

Viernes 7 de Noviembre
2014

Curacién y aplicacion de parches de
hidrocoloide.

Martes 11 de Noviembre
2014

Toma de biopsia y curacién con parche
de hidrocoloide.

Viernes 14 de Noviembre
2014

Curacién con parche de hidrocoloide.

Martes 18 de Noviembre
2014

Toma de Biopsia y curacién con parche
de hidrocolide.

Viernes 21 de Noviembre
2014

Curacion con parche de hidrocoloide.

Martes 25 de Noviembre
2014:

Toma de biopsia y curacién con parche
de hidrocoloide.

Martes 3 de Febrero 2015

Realizacion de heridas en dorso de perro
y toma de biopsias.

Viernes 6 de Febrero
2015

Curacién y aplicacién de parches de
hidrocoloide.
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Martes 10 de Febrero
2015

Toma de biopsia y curacién con parche de
hidrocoloide.

Viernes 13 de Febrero
2015

Curacion con parche de hidrocoloide.

Martes 17 de Febrero
2015

Toma de Biopsia y curacién con parche de
hidrocolide.

Viernes 20 de Febrero
2015

Curacion con parche de hidrocoloide.

Martes 24 de Febrero
2015

Toma de biopsia y curacién con parche de
hidrocoloide.

 Pero5 . |

Martes 3 de Marzo 2015

Realizacion de heridas en dorso de perro
y toma de biopsias.

Viernes 6 de Marzo 2015

Curacion y aplicacion de parches de
hidrocoloide.

Martes 10 de Marzo 2015

Toma de biopsia y curacién con parche de
hidrocoloide.

Viernes 13 de Marzo 2015

Curacién con parche de hidrocoloide.

Martes 17 de Marzo 2015

Toma de Biopsia y curacién con parche de
hidrocolide.

Viernes 20 de Marzo 2015

Curacién con parche de hidrocoloide.

Martes 24 de Marzo 2015

Toma de biopsia y curacién con parche de
hidrocoloide.

T

Martes 5 de Mayo 2015

Realizacion de heridas en dorso de perro
y toma de biopsias.

Viernes 8 de Mayo 2015

Curacion y aplicacion de parches de
hidrocoloide.

Martes 12 de Mayo 2015

Toma de biopsia y curacién con parche de
hidrocoloide.

Viernes 15 de Mayo 2015

Curacion con parche de hidrocoloide.

Martes 18 de Mayo 2015

Toma de Biopsia y curacién con parche de
hidrocolide.

Viernes 22 de Mayo 2015

Curacién con parche de hidrocoloide.
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Martes 26 de Mayo 2015 Toma de biopsia y curacion con parche de
hidrocoloide.

9.2 FOTOGRAFIAS CLINICAS

Fotografia 1.
Marcaje de heridas en dorso de animal 6x4cm.

Fotografia 2.
Asepsiay antisepsia
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Fotografia 3.
Incisién en piel de espesor total.

Fotografia 4.
Corte de segmentos de piel de espesor total.

Fotografia 5.
Toma de biopsia en sacabocado
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Fotografia 6.
Aplicacion de parche de hidrocoloide

Fotografia 7.
Aplicacién de vendaje

Fotografia 8.
Aleatorizacién de frascos con soluciones de curacion.
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Fotografia 9.
Vasos sanguineos presentes, leves (capilares).

Fotografia 10.
Vasos sanguineos presentes, leves (capilares).

45



N
s
& -
S
& |
é i
']

Fotografia 11.
Vasos sanguineos presentes, abundantes, tejido de granulacion

(capilares).
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Fotografia 12.

Vasos sanguineos presentes, abundantes, tejido de granulacion
(capilares)
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Fotografia 13.
Inflamacion ausente

Fotografia 14.
Inflamacion presente leve
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Fotografia 15.

Inflamacion presente, abundantes, polimorfonucleares

polimorfonucleares

abundantes,

ia 16.
On presente

Inflamaci

e

Fotograf
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9.3 GRAFICAS DE RESULTADOS

Gréfica 1.
Cantidad de vasos semana 0

Semana=0
121 L Grupo

MaCl 0.9%
Microdacyn

2
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@

3

o

@

14

Ausentes Leve Moderaco Abundante
Cantidad de Vasos
Grafica 2.

Cantidad de vasos semana 1
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Gréafica 4.
Cantidad de vasos semana 3
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Gréfica b.

Cantidad de inflamacion semana 0
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Gréfica 6.
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Semana=1
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Gréfica 8.
Cantidad de inflamacién semana 3
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Semana=3
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Grafica 9.
Vascularidad en las tres semanas de seguimiento.

Vascularidad —e—Fisiologico
3.5

2.5
1.5

0.5

Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3

Grafica 10.
Inflamacion en las tres semanas de seguimiento.
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