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ANALISIS DE LA EVOLUCION DE HERIDAS QUIRURGICAS EN 
PIEL DE RATAS DIABETICAS TRATADAS CON POLIETILENGLICOL 
(PEG). 

Tatiana Sandoval Guzmdn. 

La cicatrizaci6n es una secuencia de eventos 
que se desencadena como respuesta a un 
dafio o lesién tisular y que comprende 
factores humorales y respuestas celulares 
que llevan a la reparacién del tejido 
lesionado. Estos eventos pueden verse 
alterados en algunas ocasiones por la 
presencia de cuerpos  extrafios, por 
infecciones 0 por problemas vasculares. En 
algunas patologias como es el caso de la 
Diabetes mellitus, la cicatrizaci6n constituye 

un problema de importancia ya que el 
porcentaje de infeccién en cualquier tipo de 
lesiones y heridas es alto en particular en 
intervenciones quirtrgicas. Aun después de 
controlada la infeccién, las tlceras y las 

heridas cicatrizan con mucha dificultad, lo 
que indica que el proceso de la cicatrizaci6n 
en diabéticos es deficiente. Por lo anterior, 
la cicatrizaci6n en piel de pacientes 
diabéticos es un proceso que requiere de 
estudios mds completos, para comprenderlo 
mejor y aportar luz a este tipo de 
complicaciones; es de  importancia, 
considerando que por lo menos el 60% de 
los pacientes con Diabetes mellitus 
requeriran una cirugia. 

Se ha observado que en ratas 
normales la aplicacién de una solucién 
Polietilenglicol-Dimetilsulf6xido 
(PEG/DMSO) acelera el proceso cicatrizal 
de piel, ademas de aumentar la resistencia 
de la herida cuando se aplica una fuerza de 
tensién. Por lo tanto el objetivo de este 
trabajo fue valorar los efectos del PEG en 

animales diabéticos a diferentes tiempos de 
su aplicaci6n en heridas quirtrgicas. 

Para lograr este objetivo se indujo la 

diabetes en ratas machos de la cepa Wistar 

con estreptozotocina a una dosis 

intraperitoneal de 60mg/Kg. de peso y una 

vez establecida la diabetes (400 mg de 

glucosa en 100 ml de sangre), se les 

practicaron dos _ incisiones de _ tipo 
quirargico en Ifnea en la regién dorsal. 
Antes de suturar, se les aplicaron a las 
heridas experimentales la soluci6én 
PEG/DMSO de manera tépica. Se tomaron 
muestras de las heridas a los diferentes dias 
y se realiz6 el andlisis histol6gico en grupos 
de 5 ratas. Las tinciones que se utilizaron 
fueron la tricrémica de Mason y la tincién 
de Herovici. 

Los resultados nos muestran que en 

general el tiempo de cicatrizacién de las 
heridas experimentales se realiz6 en menor 
tiempo compardndolas con las _heridas 
testigo. Se observé que a los 14 dias en la 
herida experimental la epidermis se 
manifiesta con aspecto normal y la dermis 
presenta una estructuracién de colagena 
mas homogénea y con escaso infiltrado 
celular; mientras que en la herida testigo se 
observa un retraso considerable en el 
proceso. cicatrizal. Posteriormente se 
hicieron estudios inmunchistoquimicos 
para evaluar la presencia de proteinas 
importantes dentro del proceso cicatrizal 
como lo son la fibronectina, la colagena tipo 
I y la coldgena tipo III. Se observé que en 
general la maduracién de la herida es mas 
rApida en las heridas experimentales. El 
Gltimo pardmetro de evaluacién fue medir 
la resistencia de las heridas al aplicdrseles 
una fuerza de tensi6én; se observé que las 
heridas experimentales son més resistentes 
que las heridas testigo. Estos resultados nos 
sugieren que la soluci6n PEG/DMSO 
influye en la cicatrizacién acelerando el 
proceso y nos llevan a considerar estudios 
moleculares para intentar dilucidar su 
mecanismo de accién, tales como la 
presencia de factores de crecimiento y 
receptores que participan en la 
cicatrizaci6n.



INTRODUCCION 

LA PIEL 

La piel es un érgano que cubre mas de 19,3 
metros cuadrados de rea de superficie de 
un adulto; pesa alrededor de 2.7 Kg y recibe 
casi una tercera parte de toda la sangre 
circulante. La piel es eldstica, casi 
impermeable, proporciona una _barrera 
térmica ampliamente regulada y eficaz, 
participa en funciones de evaporacién del 
agua y regulacién de la temperatura del 
cuerpo, es el limite de nuestra 
individualidad (Arenas et al., 1990). 

EPIDERMIS.- La primera capa de la piel, la 
més externa, es la epidermis; esté 
compuesta de células epiteliales escamosas 
estratificadas. El tipo celular més abundante 
son los queratinocitos (Eckert et al., 1992). 

La epidermis es mds gruesa a medida que 
circunda las palmas de las manos y las 
plantas de los pies, y se hace mds delgada 
en la cara ventral del tronco. Se compone de 
cinco capas, de la mds externa a la mas 

interna son los estratos cérneo, licido, 

granuloso, espinoso y germinativo (Lever et 

al, 1990). 
El estrato cérmeo, la capa més 

externa de la epidermis consta de células 

muertas en forma de escamas, altamente 

ordenadas. El componente con una mayor 

abundancia es la queratina. Como 

constantemente se estén desprendiendo, 

necesitan ser renovadas. Sirven de barrera 

fisica para las ondas de luz y de calor, 

microorganismos y la mayor parte de las 

sustancias quimicas. 
El estrato lacido esté 

inmediatamente abajo del estrato cérneo y 

es una capa que consta de una a cinco 

células de espesor, son células aplanadas y 

transparentes, quiescentes, que por lo 

general han perdido sus nicleos. 

El estrato granuloso consta de cinco 

a diez capas de células aplanadas. Los 

grénulos que dan nombre a este estrato, se 

acumulan en las células y participan 
activamente en la queratinizacién de las 

células, proceso en el cual pierden sus 
nticleos y se hacen més compactas. Existe 
evidencia de que estas células estén vivas, 
ya que mantienen su metabolismo celular 

intacto. 

El estrato espinoso esté compuesto 
de células con forma poligonal. Las células 
espinosas més externas tienen forma de 
espina, y de ahi su nombre. 

El estrato germinativo es la capa més 
profunda y més importante de la epidermis, 
ya que son las tnicas células de esta capa 
que tienen capacidad de dividirse. Las 
células que son formadas en este estrato, 
sufren cambios morfolégicos y nucleares a 
medida que se mueven hacia la capa mas 
superficial. La epidermis se regeneraré sdélo 
mientras el estrato germinativo permanezca 
intacto. Inmediatamente después de la 
iiltima capa de células, se encuentra la 
membrana basal, que ofrece sostén y mayor 
proteccién contra el medio ambiente; esta 

compuesta por células basales y tejido 
conjuntivo. La melanina, pigmento 
principal de la piel, se forma en células 
llamadas melanocitos. Una variacién en el 
contenido de melanina es el principal factor 
que explica las diferencias de color entre las 

razas. 

DERMIS.- La segunda capa de la piel es la 
dermis o corion y se compone 
principalmente de tejido conjuntivo siendo 
responsable de la fuerza estructural de la 
piel. La accién de los _ principales 
componentes de su matriz extracelular se 
encuentra en Ja Tabla I. Vasos sanguineos, 
nervios, vasos linfdticos, foliculos pilosos y 

glandulas sudoriparas, constituyen los 
anexos cutdneos. Los principales tipos 

celulares de la dermis son los fibroblastos, 

macr6ofagos y células cebadas, ademas de 
otros tipos celulares que pueblan la dermis 
en respuesta a un dajio u otro estimulo 
(Eckert et al., 1992). La dermis se divide en 
dos partes, una ldmina papilar y una lamina 

 



reticular. La lamina papilar se encuentra 
justo abajo de la lamina basal, esto es, justo 
abajo de la epidermis. Su principal tipo 
celular son los fibroblastos, que contienen 
una gran capacidad de sintesis y 
proliferaci6n; siendo el principal producto 
de esta sintesis la col4gena tipo III. La 
ldmina reticular se encuentra adyacente a la 
lamina papilar, con presencia de colAgena 
tipo Ly otras fibras que proveen elasticidad 
a la dermis. Una lamina de tejido adiposo 
subcuténeo une la dermis con sus 
estructuras subyacentes y es Ilamada la 
hipodermis (Stenn et al., 1983). 

APENDICES. Los —_apéndices que 
acompafian a la piel son: pelo, uiias, 
gl4ndulas sebéceas y sudoriparas. 

El pelo consta de una cuticula 
externa, de una corteza central y médula 

interna. La porcién visible es el tallo y la 

. epidérmicas corneales. 

raiz esti en la base. El crecimiento del pelo 
es por divisién de las células de la matriz en © 
la base del foliculo piloso. Las células hijas 
se mueven hacia arriba y se queratinizan. 
Las uiias estin formadas por. queratina 
dura, una modificaci6n de las células 

Las gldndulas 
sebdceas se encuentran generalmente en los 
foliculos pilosos y su secreci6én consta de 
substancias oleosas y particulas de células 
desintegradas. Las glandulas sudoriparas 
pueden abrirse directamente en la superficie 
de la piel o en el interior de los foliculos 
pilosos. Las primeras secretan un liquido 
fino que contiene los mismos componentes 

de la sangre pero en menor concentraci6n, y 
se secretan en respuesta a una elevacién de 
la temperatura; las segundas secretan un 

liquido viscoso y oloroso en respuesta a 
estimulos emocionales. 

TABLA I. COMPONENTES DE LA MATRIZ EXTRACELULAR Y SU FUNCION. 

  

  

COMPONENTB ESTRUCTURA FUNCION 

COLAGENA Triple hélice, glicoproteina molecular Resistencia, soporte y estructura para todos los tejidos 
rica en prolina, hidroxiprolina y glicina y Organos. 

ELASTINA Proteina hidrofébica eléstica que inter- Permite que estructuras y tejidos se expandan y 
acciona con microfibrillas glicosiladas contraigan. 

FIBRONECTINA Glicoproteina adhesive especializada Regula adhesién de célula-matriz. 
LAMININA Glicoproteina de adhesién, larga ycompleja Une células con colégena tipo IV y heparansulfato. 
PROTEOGLICANOS Heterogéneos, cadenas de glicosamino- Guardan humedad, secuestran citocinas. 

Glicanos unidas covalentemente a una 
proteina central. 

ACIDO HIALURONICO Glicosaminoglicano no sulfatado de gran 
tamaiio y especializado 

Provee un ambiente fluido para el movimiento 
y diferenciacién celular, ademas de unir citocinas. 

  

CICATRIZACION 

La reparaci6n del dafio es una cualidad 
fundamental del tejido vivo. La cicatrizaci6n 
es una secuencia de eventos interactivos y 

dindémicos que se desencadenan como 
respuesta a un dafio o lesién tisular y que 
comprende factores humorales y respuestas 
celulares que llevan a la reparacién del 
tejido lesionado. El proceso cicatrizal 
generalmente se acompafia de la 

substitucién con tejido conjuntivo del area 

dajiada, en ausencia de regeneracién en 

tejidos adultos. La cicatrizacién se ha 
dividido en tres grandes fases: Inflamacién, 
formacién de tejido y finalmente la 
remodelacién. Las tres fases no son 
mutuamente excluyentes, sino que se 

sobreponen en el tiempo a pesar de seguir 
una cronologia (Cohen et al., 1994). 

En cuanto a la fisiopatologia de la 
cicatrizacié6n, el proceso puede tener una 
formaci6n insuficiente de tejido conjuntivo 
o una destruccién excesiva de la cicatriz o



una combinacién de los dos. Las dlceras son 

heridas con deficiente cicatrizaci6n y son de 
tipo vasculares, neuropaticas o 

multifactoriales. El] caso contrario son las 
cicatrices queloides en 

donde el depésito de tejido conjuntivo es 
exagerado y la cicatriz toma tamafios 

desproporcionados comparados con la 
gravedad de la lesién, contintia creciendo 
durante periodos prolongados y no son 
reversibles en situaciones sin tratamiento. 
(Pérez-Tamayo, 1987). 

Otros factores que son 
determinantes en la cicatrizacién, son 

padecimientos del tejido conjuntivo, 
diabetes mellitus, cualquier tipo de 
vasculitis, ateroesclerosis, deficiencias en 

proteinas o vitaminas, hiperbilirrubinemia, 

anemia ferropénica, infecciones 

generalizadas y la edad (Hatz et al., 1994). 

INFLAMACION.- Las primeras reacciones 
del organismo a la separacién de tejidos 
normalmente asociados, apertura de la 

barrera cutdnea y darfio a los vasos 
sanguineos, son la vasoconstriccién, 

adhesién de las células y coagulacién. El 
contacto de factores circulantes de los vasos 
con las moléculas de los tejidos afectados es 
el punto de partida para que se 
desencadene el proceso cicatrizal. Estos 
factores son las calicreinas plasmindégeno, 
proteinas de complemento y el factor de 
Hageman (Boretal et al., 1992), que actaan 

como proteasas en reacciones sucesivas de 
la cascada de activacién. Una vez activadas 
las plaquetas se secretan proteinas de 
adhesién como fibrindégeno, 

trombospondina, fibronectina y factor VIII 

de von Willebrand, de los cudles los tres 

primeros participan en la agregacién 

plaquetaria, mientras que el factor VIII de 
von Willebrand participa en la adhesién de 
plaquetas a componentes de matriz 
extracelular principalmente colagena (Clark 

et al, 1996), adhesién regulada por 
integrinas. Ademés de funcionar como 
tapén, las plaquetas tienen una funcién 
secretoria, en la cual se presentan una serie 

de mediadores, incluyendo factores de 
crecimiento, que activaran y reclutar4n 
células participantes del proceso cicatrizal. 
Los efectos de las plaquetas en la 
cicatrizaci6n se encuentran resumidos en la 

Tabla II. De las citocinas secretadas por 

estas células se encuentran el PDGF, TGFB, 

EGF y TGFa, cuyo efecto se resume en la 
Tabla II (Lydyard et al., 1993; Pierce et al., 

1991). 
Paralelo a este proceso se lleva a 

cabo la produccién de fibrina, que forma 
una malla provisional con una doble 
funcién: sirve de nicho para la adhesion y 
agregaci6n de plaquetas, y.sirve de sostén 
para las células migratorias como 
fibroblastos y células de inflamacién, lo que 
permite llenar la discontinuidad del tejido. 
Esta matriz provisional, ademés de fibrina, 

contiene dos proteinas més: fibronectina y 
colégena, pero en mucho menor cantidad. 

La fibrina es producto del fibrinégeno que 
es lisado por la trombina, la fibrina se 

polimeriza estabilizada por el factor XII 
activado, formando asi la malla ( Greiling et 
al., 1997). 

Es necesario mantener el equilibrio 

de la coagulaci6n dentro de una escala 
fisiolégica, por lo que el endotelio produce 
factores reguladores como la prostaciclina 
que inhibe la agregacién plaquetaria, la 
proteina C que inactiva factores de 
coagulaci6n y plasminégeno T que activa la 
fibrinolisis (Eckersley et al., 1988). 

Tabla I. PLAQUETAS EN LA CICATRIZACION 

  

ACTIVIDAD EFECTO 

  

ADHESION Obstruye pequefias aberturas en vasos. 

AGREGACION Obstruye grandes aberturas en vasos. 
Induce coagulaci6n. 

SECRECION DB Vasoconstriccién, agregacién 
plaquetaria, 

MEDIADORES _ secrecién de factores de crecimiento. 

 



CELULAS INFLAMATORIAS.. Las 
primeras células inflamatorias arriban a la 
herida en las primeras horas después del 
dafio. Los quimioatrayentes responsables 
de dicha aparicién incluyen fibrinopéptidos 
(productos de degradacién de la fibrina), 
elementos de la cascada de complemento 
como CSal y C3a, proteinas bacterianas de 
membrana, leucotrieno B4 y PDGF. En la 

primera fase de la inflamacién conocida 
como fase temprana, la herida recibe células 

granulociticas polimorfonucleares 
(neutréfilos, eosindfilos y  baséfilos), 

principalmente neutréfilos (Lydyard et al., 
1993), que se adhieren al endotelio de los 

vasos, ademdés secretan grdnulos que 
contienen enzimas  proteoliticas como 

elastasa, hidrolasas Acidas, lactoferrina, 

colagenasa y lisozima; estas enzimas 

facilitan Ja penetraci6n 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 (Davidson et al, 1996). La 

permanencia de este tipo celular depende 
del dafio en el tejido y de la presencia o no 
de infecci6n (Janeway et al., 1993). 

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

atraidos por fragmentos de colAgena, 

elastina y fibronectina, trombina activa y 

TGE-B (Riches et al., 1996). Una vez que el 

monocito llegé a la zona de dafio y se 
activa, recibe el nombre de macréfago. Los 
macréfagos refuerzan la limpieza que 
comenzaron los polimorfonucleares, son 
capaces de fagocitar y digerir materia 
extrafia, ademdés de secretar enzimas 
proteoliticas como colagenasas que facilitan 
la limpieza (Portera et al, 1997). Los 
macréfagos se adhieren a componentes de 
matriz extracelular, la adherencia induce la 
expresion del factor 1 estimulante de 
colonias (necesario para la sobrevivencia del 
macr6fago), TNF-a, PDGF; otras citocinas 

son también sintetizadas pero su expresion 
es independiente de la adhesién, éstas son 

el TGF-B, IL-1, IGF-1 y FGF (Haslett et al., 

1996). 
Toda esta gama de factores son 

necesarios para que inicie la formacién de 
tejido nuevo. Una breve descripcidn de los 
efectos de estos mediadores se encuentra en 
la Tabla I (Bennett et al., 1993; Schultz et 

al., 1991). Los macréfagos permanecen en la 
herida varias semanas, lo cual indica que 
est4n presentes en las tres fases de la 
cicatrizacion: Inflamacién, Epitelizaci6n y 

formacién del tejido de granulacién y la fase 
final remodeladora, siendo los macréfagos 

el puente entre ellas. 

Tabla III. CITOCINAS QUE PARTICIPAN EN LA CICATRIZACION 

  

CITOCINA FUENTE FUNCION 

PDGF Plaquetas, macréfagos 

células endoteliales y 

de misculo liso. 

FGF Cerebro, pituitaria, macréfagos 

y otras células 

TGF-B Plaquetas, neutréfilos, macrdfagos 

y otras células 

Proliferacién de fibrobiastos, quimiotaxis, metabolismo de coldgena, 

quimiotaxis y activacién de neutrofilos, macréfagos y angiogénesis 

Mitdgeno de tejido neural y mesenquimAtico, estimula depdsito de matriz, 

contraccién de la herida y angiogénesis. 

Inhibe la replicacién de la mayoria de células in vitro. Puede inhibir o 

estimular fibroblastos. 

TGF-a Macréfagos, plaquetas, queratinocitos + Mitogénico para tejidos epiteliales, células endoteliales y fibroblastos 

y otros tejidos. 

EGF En casi todos !os fluidos del cuerpo Similar al TGF-a. 

y plaquetas. 

 



Bstimula sintesis de proteoglicanos, colagena; mitdgeno de fibroblastos. 

Protiferacién de células epiteliales. 

Proliferacién de fibroblastos. Colagenasa, quimiotaxis a neutréfilos. 

Proliferacién de fibroblastos 

IGF Casi todos los tejidos, fibroblastos . 

y macréfagos. 
KGF Fibroblastos. 
VGEF Permeabilidad vascular, angiogénesis. 
IL-1 Macr6fagos, linfocitos y otras 

células. 

T Macréfagos, linfocitos T y células 
cebadas. 

IFN-y _Linfocitos y fibroblastos. 
HBEGF - Macréfagos. 

Inhiben la proliferacién de fibroblastos y sintesis de coldgena. 

Mitogénico para queratinocitos y fibroblastos. 

  

EPITELIZACION.- La epitelizaci6n es un 
proceso que indica el recubrimiento de la 
herida con un nuevo epitelio. La 
epitelizacién comienza después de las 
primeras 12 horas del dafio y se caracteriza 
por ir desde la formacién de una matriz 

- provisional por donde migran los 
queratinocitos, hasta la repoblacién de 
células especializadas (Woodly et al., 1996). 
Los queratinocitos ademads de su capacidad 
de movimiento, pueden _ sintetizar 
fibronectina (O'Keefe et al., 1985), pudiendo 
asi producir su lMmina basal provisional, 
que durante la migracién celular se 
transforma en lémina basal por la 
produccién de colagena tipo IV y laminina. 
Esta l4mina basal provisional contiene 
ademas fibronectina, coldgenas tipo V y ly 
fibrina. 

Las tres principales fases de la 
epitelizacién son : migracién de células por 
la matriz provisional, mitosis y maduracién 
de las células recién generadas (Hatz et al., 

1994). 
En el dafio epitelial las células 

pierden contacto entre si mismas, se 

pierden los desmosomas (estructuras que 
conectan células y proveen asi la fuerza de 
tensi6n en el epitelio). Aunado a esta 
pérdida de estructura, la expresién 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, HBEGF, FGF y TGF-B (Hatz et al., 
1994). : 

El paso final de la epitelizacién es la 
maduracién de la epidermis, en donde se da 
lugar a la diferenciaci6bn de células que 

dirigent funciones sensoriales, de 

pigmentaci6n y barrera inmune. 

TEJIDO DE GRANULACION.- EI tejido de 
gtanulacién, ademas de las células 

inflamatorias ya mencionadas, consiste en 

la aparicién de otros tipos celulares como 
histiocitos, fibroblastos, fibrocitos, células 

plasmaticas, células cebadas, angioblastos y 
miofibroblastos. La llegada de estas células 
es a partir del cuarto dia, y nuevamente son 
tres los factores principales que intervienen 
para que se forme el tejido de granulacién: 
las citocinas, con actividades mitogénicas, 

quimioatrayentes y reguladoras, el nivel de 
actividad de las células blanco y la matriz 
extracelular presente. 

Los macréfagos, fibroblastos y vasos 

sanguineos, migran juntos hacia la herida. 
Los macr6fagos proveen de citocinas 
necesarias para estimular la formacié6n de la 
nueva matriz extracelular (fibroplasia) y 

‘angiogénesis; los fibroblastos sintetizan los 
componentes de esa nueva matriz y los 

vasos sanguineos proveen el oxigeno y 

nutrientes necesarios para que las células 
even a cabo esta fase de la cicatrizaci6n. 

FIBROPLASIA.- La fibroplasia es una 
mezcla de fibroblastos y matriz extracelular. 
El proceso comienza con la matriz 
provisional, que sirve de guia (via 
integrinas) y de reserva de citocinas para los 
fibroblastos. Aqui-se Heva a cabo un efecto 
interesante entre la matriz extracelular y los 
fibroblastos: los fibroblastos la modifican 
con la sintesis y depdésito de componentes 
de matriz extracelular, mientras que la 
matriz afecta a los fibroblastos regulando su



funcién incluyendo su habilidad para 
sintetizar y depositar componentes de 
matriz extracelular (Bissel et al., 1987). Este 
proceso se explica mejor con el ejemplo de 
la relaci6n PDGF-Fibroblastos. El PDGF 
estimula la migracién de los fibroblastos y 
regula la aparicién de integrinas, pero la 
matriz extracelular altera la regulacién que 
ejerce este factor de crecimiento. Cuando los 
fibroblastos se encuentran en una matriz 
rica en fibronectina o fibrina, PDGF 
estimula Ja expresién de receptores para 
estos ligandos, mientras que si se 
encuentran los fibroblastos en una matriz 
rica en col4gena, aumenta el naimero de 
receptores a col4gena. Los fibroblastos 
responden al PDGF dependiendo de la 
matriz extracelular en la que se encuentren. 

Una vez instalados los fibroblastos 
en la herida, gradualmente aumenta su 
sintesis de proteinas: fibronectina y 
colagenas tipo I y tipo III. Los factores de 
crecimiento responsables de inducir este 

proceso son TGF-B y en menor cantidad la 
IL-4, producida por las células cebadas de la 
herida. Cuando ya se ha depositado 
suficiente colagena en la herida, los 

fibroblastos cesan su produccién a pesar de 

que siga una alta expresi6n de TGF-B, lo 
cual indica que debe existir un factor que 
regule a la baja la sintesis de proteinas de 
mattriz extracelular en los fibroblastos, éste 

es el INF-y (Granstein et al.,1987), ademds 
de existir inhibicién por la misma matriz de 
col4gena, lo que no sucede con la fibrina ni 
la fibronectina. 

En _ situaciones normales, los 

fibroblastos presentan un niicleo picndtico a 
partir del décimo dia de cicatrizacién, signo 

de apoptosis o muerte celular programada, 
lo que convierte a la herida en una cicatriz 
pobre en células. A pesar de que la 
fibroplasia es altamente regulada, existen 

alteraciones en este proceso que ocasionan 
la formaci6n de cicatrices queloides y 
escleroderma entre otros trastornos. 

ANGIOGENESIS. 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 
la adecuada matriz extracelular, los nuevos 

vases no podrian formarse. Las células 
endoteliales que estén cerca del 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 suficiente para la 
angiogénesis. Para que se de una apropiada 
formacién de vasos sanguineos, es 
necesario que exista una adecuada matriz 
extracelular, asi como  determinadas 

citocinas para la migracién y proliferacién 

de las células endoteliales. Los factores 
hasta ahora encontrados para realizar dicha 
tarea son: FGFa y FGFb principalmente, 

pero también participan TGF-B, TNF-a, PD- 
ECGF, VEGF, IL-8, PDGF y Acido lactico 

(Vlodavsky et-al., 1987). 

Se ha demostrado que la fibronectina 
estimula la proliferaci6n de  células 
endoteliales y que el PDGF tiene capacidad 

de ser tanto quimioatrayente como 

mitégeno para este tipo celular. 

La angiogénesis se desencadena a 
partir del dafio tisular, la destruccién 
celular, las enzimas proteoliticas presentes 
degradan las proteinas de  matriz 
extracelular dariadas, incluyendo 
fibronectina, los fragmentos de fibronectina 
y otros productos de degradacién atraen 
células inflamatorias que en respuesta 
secretan FGF; esto origina una sintesis de 

activador del plasminégeno y 
procolagenasa para activar la colagenasa. 
Los componentes de la membrana basal son 
degradados permitiendo asi que las células 
endoteliales migren sobre una matriz rica 
en fibrina y fibronectina. A partir de este 
momento se empiezan a formar tubos en 

donde se expresan integrinas del tipo avf3 
que facilitan la adhesién y migracién del 
nuevo vaso sanguineo. La  matriz 

provisional de esta  neovasculatura 

 



finalmente desaparece para quedar la 
verdadera membrana basal. Los nuevos 
vasos sanguineos, sin embargo, sufren una 
involuci6n en la itiltima fase de la 
cicatrizaci6n, mediada por apoptosis de 
células endoteliales y por pérdida de 
interacciones con la matriz extracelular 
mediada por integrinas, mecanismos que 
muy posiblemente estén relacionados con la 
accién de proteinasas como PAu, MMPs y 
TIMPSs (Madri et al., 1996). 

REMODELACION.- La remodelacién se 
resume como la transici6n de la matriz 
provisional a una cicatriz rica en colagena, 

acompafiada de maduracién celular y 
apoptosis que en conjunto forman la altima 
fase del proceso cicatrizal, Comienza 
mientras atin esta el tejido de granulacién 
invadiendo 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 para 
restablecer la barrera de permeabilidad. Las 
células endoteliales son las primeras que 
presentan apoptosis, después los 
miofibroblastos. Los cambios en la matriz 
extracelular se presentan ain meses 
después de empezar la cicatrizaci6n. 

Primeramente, la matriz extracelular 

se deposita al lado del tejido de granulacién 
mientras éste se desarrolla; después va 
tomando posiciones centrales al momento 

de que el tejido de granulacién crece dentro 

de la herida. La composicién y estructura de 

la matriz extracelular depende del] tiempo 

del que dista una vez hecho el dafio 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 cicatrizacién. A este proceso 

complejo de interaccién, retroalimentacién 

y control de  células-citocinas-enzimas- 

matriz, se le ha Wamado Reciprocidad 

Dinamica. 

MATRIZ PROVISIONAL.- Una _ matriz 
provisional es cualquier matriz extracelular 
que esté sdlo temporalmente presente o que 
tenga alguna funcién provisional; el mejor 
ejemplo es el tapén de fibrina que se forma 

durante la coagulacién. 

FIBRINA.- La primera matriz extracelular 
en depositarse en la  herida_ esta 
principalmente compuesta de fibrina, con 
cantidades menores de _ fibronectina, 
vitronectina, factor de von Willebrand, 

factores de crecimiento y trombospondina. 
Estos componentes juntos son los que se 

conocen como matriz provisional. La 
fibrina, como ya se ha mencionado, se 

deriva del fibrinégeno, que es una proteina 
formada por tres pares de cadenas 
polipeptidicas unidas por enlaces disulfuro. 
La fibrina se forma cuando la trombina 
corta los fibrinopéptidos A y B del 
fibrinégeno, con lo cudl se generan sitios 
amino terminales que interaccionan con los 
sitios carboxi-terminal de  cadenas 
adyacentes de fibrinégeno. Como resultado, 
se forman fibras que devienen en una malla 
que es capaz de unir factores de crecimiento 
y otros tipos de citocinas que una vez 
degradada la malla, se destruyen o se 
desprenden en forma activada. También se 
sabe que la matriz de fibrina, ademas de ser 

un sostén de células, es potencialmente 
participativa en la expresién de genes en los 
fibroblastos. La fibrina incrementa la 
habilidad del PFGF para inducir la 
expresién de integrinas. Es claro que la 
matriz de fibrina facilita la formacién del 
tejido de granulacién, y una vez formado 
este, la matriz de fibrina comienza a ser 

lisada por las proteasas presentes en el 
tejido de granulacién, al tiempo que los 
fibroblastos depositan mayor cantidad de 

fibronectina. 

FIBRONECTINA.- La fibronectina es una 

proteina de adhesién multifuncional, se



encuentra en sangre y en Ja mayoria de los 
tejidos. Sus  domiriios _funcionales 
especificos y sitios de unién a células le 
permiten interaccionar con un nimero 

considerable de tipos celulares, otras 

proteinas de matriz extracelular y citocinas. 
EstA compuesta por dos cadenas similares 
unidas por enlaces disulfuro, es secretada 
por mas de un tipo celular y es capaz de 
opsonizar restos de moléculas inservibles 

para facilitar la limpieza de la herida a los 
macr6fagos, ademés, es fundamental para 

el depdsito de colagena y de base para la 
angiogénesis (Greiling et al., 1997). Como 
fue mencionado anteriormente, la matriz de 

fibrina, contiene fibronectina, que también 
se fragmenta al momento en que el tejido de 
granulaci6n invade la _ herida; estos 
fragmentos ocasionan una 
retroalimentaci6n positiva para enzimas 
digestivas de esa miatriz (Grinnell et al., 
1981); pero una vez que se ha digerido ésta, 

la fibronectina es nuevamente sintetizada 
por las nuevas células que legan a la 
herida, ahora en mayor cantidad en 

comparacién con su concentracién en la 

matriz de fibrina. La participacién de la 
fibronectina en la cicatrizaci6n se sefiala en 
la Tabla IV (Calvin et al., 1989). 

ACIDO HIALURONICO.-_ Pertenece a Jos 
llamados glicdsaminoglicanos (GAGs), que 

son  polisacdridos compuestos por 
hexosamina alternada con azticares Acidos, 

ya sea Acido urénico o galactosa sulfatada. 

Li dcido hialurénico es el GAG nds sencillo 

que se conoce, estA compuesto por 

glicosaminos alternados con Acido 

glucorénico. Su cadena es altamente 

hidratada y ocupa una gran cantidad de 

espacio extracelular, ofreciendo viscosidad a 

los tejidos y fluidos (Gallo et al., 1996). Las 

células se pueden unir al Acido hialurénico 

por medio de varios mecanismos, 

incluyendo receptores como CD44 (receptor 

ampliamente difundido en las células). Es 

el mayor componente del tejido de 

gtanulacién primario y desaparece del dia 

quinto al décimo por la accién de la 
hialuronidasa, lo que no ocurre en la 
cicatrizaci6n fetal, siendo un mecanismo 
que pudiera explicar la ausencia de 

cicatrices en los fetos. El principal productor 
de Acido hialurénico en la cicatrizaci6n son 
los fibroblastos y es una molécula que se 
puede sintetizar y secretar facilmente por 
las células, es muy itil para rellenar 
espacios por su capacidad de hidratarse, es 

un excelente lubricante. 

Tabla IV, FIBRONECTINA EN LA CICATRIZACION 

  

  

CELULAS FUNCION 

Fibroblastos Base para la migraci6n, quimiotaxis. 
Unién para la contraccién de la matriz, 
base para el depdsito de coldgena. 

Bpitelio Base para la migracién, efecto en la funcién. 
Endotelio Base para la migracién, quimiotaxis. 
Macréfagos Base para la migraci6n, quimiotaxis 

opsonizacién, agregacién, estimulo para 
produccién de factores de crecimiento. 

NeutGfilos Opsonizacién de bacterias. 
Neuronas Haptotaxis. 
Células de Inhibe diferenciacién. 

Parénquima 

  

El Acido hialurénico es necesario 
para el movimiento celular del tejido de 
granulacién, facilita la adhesién y 
desprendimiento entre la membrana celular 
y la matriz extracelular durante el 
movimiento celular; al estar altamente 

hidratado, el espacio intersticial se expande, 

permitiendo asi, que existan dreas grandes 
de reclutamiento celular y moléculas de 

cicatrizacién. Los fibroblastos depositan 
primeramente una matriz rica en 

fibronectina y Acido hialurénico que va a 
funcionar como un conducto para la 

migracién celular y proliferaci6n y luego 
deposita una matriz rica en colégena y 
proteoglicanos que incrementa la fuerza y 
resistencia de la herida. 

PROTEOGLICANOS.- Los proteoglicanos 

son proteinas que tienen al menos una 

cadena unida de glicosaminoglicanos. Las



proteinas que sirven de nicleo a estas 
moléculas son diversas, pero todas tienen la 

capacidad de unirse a las cadenas de GAGs. 
Los proteoglicanos pueden Negar a unirse a 
moléculas de d4cido hialurénico, lo que les 
da versatilidad y les permite tener diversas 
estructuras y funciones en los tejidos. Se les 
puede encontrar en granulos secretorios, en 

la superficie celular y en la matriz 
extracelular; sus principales funciones 
comprenden organizaci6n  extracelular, 

almacenaje de factores de crecimiento, 
promocién de la unién de factores con sus 
receptores y regulaci6n de la coagulaci6n. 

Su actividad en la coagulacién es en 
las membranas de las células cebadas, 
donde pueden unirse con antitrombina II y 
el factor Xa _ funcionando como 
anticoagulante. 

Sus funciones estructurales no estan 
enteramente establecidas, pero se tiene 
evidencia in vitro de que un tipo de 
proteoglicano, 4-sulfatocondroitina, acelera 
la polimerizacién de la colagena y facilita su 
depésito en la matriz extracelular. 

Los proteoglicanos pueden regular 
funciones celulares opuestas, promueven la 

migracién celular desprendiendo a las 
células de la matriz; otros por el contrario 
promueven la adhesién de las células; 
pueden inclusive inhibir la proliferaci6n 
celular y pueden también  inducirla 
indirectamente, por ejemplo, el FGF para 
unirse a su receptor debe estar primero 
unido a un proteoglicano. Otros factores 
que se unen a proteoglicanos son PDGF, 

IL-3, TGEB-1 y VEGF. 
Debido a la gran diversidad de 

estructura y funcién que presentan los 

proteoglicanos, su presencia en la 

cicatrizaci6n es variada. Los diferentes tipos 

de estas moléculas se pueden fluctuar desde 

los primeros dias hasta la maduraci6n de la 

cicatriz. 

COLAGENA.- La col4gena es el mayor 
- constituyente de todas las matrices 

extracelulares, es la proteina mas 
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abundante, constituye el 25 % de las 
proteinas totales en los mamiferos y, como 
se vera mds adelante, su funcién no es 

Gnicamente estructural. Las col4genas son 
una familia de glicoproteinas de triple hélice 
que se encuentran en la matriz extracelular, 

pueden ser homo o _heterotriméricas, 
compuestas de diferentes cadenas alfa. Se 
conocen al menos 25 cadenas alfa 
diferentes, codificadas en diferentes genes. 

Con las 25 cadenas podrian hacerse 
combinaciones que dieran origen a 10 000 
tipos diferentes de colAgenas, pero sélo se 
conocen 24 (Alberts et al, 1994). Las 

cadenas alfa tienen en comdn la presencia 
frecuente de motivos Gly-X-Y, lo que 
permite a la molécula plegarse en triples 
hélices. Por lo general, las col4genas son 
resistentes a la lisis no especifica, por lo que 
se requiere de enzimas especificas amadas 
colagenasas para su digestién y recambio. 
La diferencia entre los tipos de colagena 
reside en el tamaiio, nimero de dominios 
colagenosos y su contenido de regiones no 
colagenosas. Los diferentes tipos de 
col4gena que se han divido en cuatro clases: 
Col4genas fibrilares con triples hélices 
continuas (tipos I, II, III, V y XI); colagenas 

fibrilares con hélices discontinuas (tipos VI 
y VU); coldgenas fibrilares con hélices 
discontinuas que forman una malla en la 
lamina densa y membrana basal (Tipo IV); y 
col4genas no fibrilares (tipos VIII-XVII) 
(Eckes et al, 1996). Una de las 
caracteristicas principales de las colagenas 
es que se pueden polimerizar formando 
agregados fibrilares que van a proveer 
resistencia a la herida. El primer tipo de 
col4gena en depositarse durante la 
cicatrizaci6n es el tipo II] que es muy 
comtn en la piel de embrién. A partir del 
quinto dia de empezado el proceso 
cicatrizal, la colagena tipo I aparece, lo que 
concuerda con el incremento en la 
resistencia de la herida; la coldgena tipo I 

gradualmente va a reemplazar a Ja colagena 
tipo Ii . Los dias en que se encuentra en 
mayor cantidad la colagena, se da entre los 

5 y 14 dias, terminado este periodo, la



sintesis y depdsito de colagena es 
ampliamente regulado por la degradacién 
de la molécula y la inhibicién de actividad 
en los fibroblastos. El tipo V aparece en los 
dias en que la angiogénesis se esta 
desarrollando, lo que indica que existe una 
asociacién de esta proteina con las células 
endoteliales, El tipo VI aparece a las dos 
semanas después del dario, secretada por 
fibroblastos y células endoteliales. Sumado 
a su funci6n estructural, la colagena 

también ejerce efecto sobre las células. La 
matriz extracelular rica en colagena altera la 
funcién de varios tipos celulares: los 
fragmentos de cola4gena_ sirven de 
quimioatrayentes para fibroblastos; las 
matrices de colagena reducen la sintesis de 
col4gena y la proliferacién celular e inducen 
la sintesis de colagenasas. La colégena 
puede adherir factores de crecimiento como 

el FGFb o TGF-B y funciona activandolos o 
desactivandolos. Todas estas caracteristicas 
de la proteina implican a la col4gena como 
un miembro importante para la regulacién 
y reparacién de la integridad del tejido 
después de un dafio. 

Una vez que se han depositado los 
diferentes tipos de colagena, durante la 
remodelacién, los miofibroblastos, que son 

fibroblastos con caracteristicas de células de 
miusculo liso, 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 contraccién se leve a cabo, es 
necesario la presencia de la matriz de 
cold4gena y de la expresién de receptores de 

integrinas del tipo 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 col4gena. Nuevamente, es un 
proceso que seré dependiente de la 
participacién de un gran nimero de 
moléculas y células actuando en un 
ambiente de reciprocidad, organizacién y 

11 

dinamismo que el organismo es capaz de 
llevar a cabo en respuesta a un dafio. 

DIABETES MELLITUS 

La Diabetes mellitus es una enfermedad 
metabélica crénica, generalizada sy 
multifactorial que se define como la 
deficiencia en la secrecién o accién de la 
hormona pancredtica insulina. La diabetes . 

se manifiesta es su forma totalmente 
desarrollada con hiperglucemia (alta 
concentracién de aztcar en _ sangre), 

glucosuria (aziicar en la orina), poliuria 
(incremento en el namero de micciones), 

polidipsia (incremento en la ingesta de 
agua), incremento en la degradacién 
proteica (principalmente miusculo) y 
cetoacidosis (Pérez Tamayo, 1987). También 

se presentan complicaciones particulares 

como la _ateroesclerosis, _ retinopatia, 

nefropatia, neuropatia y glicosilaci6n no 
enzimAtica de proteinas (Ward et al., 1989). 

La diabetes se divide en dos grupos: 
la Diabetes mellitus insulino-dependiente 
(DMID) o tipo I y la Diabetes mellitus no 
insulino-dependiente (DMNID) o tipo II. 

La Diabetes tipo I generalmente se 
puede diagnosticar antes de los 30 afios de 
edad y estA asociada con individuos con los 
haplotipos HLA DR3 y HLA DR4 del 
Complejo Mayor de Histocompatibilidad. 
Se caracteriza por la ausencia de insulina 
debido a la destruccién de las células beta 
del pancreas; estudios han revelado que en 
este tipo de diabetes existen anticuerpos 

contra las células tipo B del pancreas, 
productoras de insulina, lo que explica la 
dependencia de insulina en estos enfermos 
y la insulinopenia. La falta de insulina 
disminuye la entrada de glucosa al misculo 
y al tejido adiposo, mientras que en higado 
aumenta la degradacién de glucégeno y 
aumenta la gluconeogénesis, lo que 
incrementa los niveles de glucosa en sangre. 
En este tipo de diabetes, los pacientes son



mAs propensos a la cetoacidosis, siendo esta 
incluso, una caracteristica clinica diferencial 
entre los dos tipos de diabetes; adem4s en la 
diabetes tipo I, los sintomas son més 
acentuados: poliuria, polidipsia, glucosuria 
y pérdida de peso (Bottazzo et al., 1989). 

En la diabetes tipo II, el diagnéstico 
es generalmente después de los 30 afios de 
edad y més del 70% de los pacientes son 
obesos. La principal caracteristica de este 
tipo de diabetes es que al principio de la 
enfermedad existe en el paciente 
hiperinsulinemia; la resistencia a la insulina 

puede darse por la ineficacia de los 
receptores de la hormona en las células o 
algan factor genético, razones por las cudles 
este tipo de diabetes es  insulino 
independiente. Las concentraciones 
normales de insulina no son suficientes 
para efectuar las  funciones que 
normalmente se llevan a cabo por efecto de 
la insulina, lo que genera una 
sobreproducci6n de la hormona en el 
pancreas, pero las células beta llegan a ser 
incapaces de producir insulina adicional 
para contrarrestar los efectos de la 
resistencia (Ferndndez-Mejia 1996) y es 

cuando se manifiesta la enfermedad. Los 
factores ambientales que influyen en el 
desarrollo de la enfermedad no han sido 
todavia descritos ampliamente, se sabe que 
la dieta y la obesidad son factores 
importantes pero no definitivos. 

En ambos tipos de diabetes se 
presentan los siguientes  sintomas: 
hiperglucemia, ateroesclerosis en arterias 
coronarias, periféricas y del cerebro, 

retinopatia, nefropatia, neuropatia y 
glicosilacién no enzimAtica de proteinas. 

INSULINA.- Es una molécula de 51 
aminodcidos y consiste de dos cadenas 
polipeptidicas unidas por enlaces disulfuro. 
La cadena A contiene 21 residuos mientras 
que la cadena B contiene 30. La biosintesis 
de la insulina ocurre en las células tipo B del 
pancreas y su sintesis se estimula por 
glucosa principalmente, ademds de otros 
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azticares y otros metabolitos. Se secreta por 
exocitosis y se almacena en grénulos que 
mantienen adhesi6n con microtabulos y 
microfilamentos del citoesqueleto 
(Derewenda et al., 1989). Los factores que 

estimulan la secreci6n de la proteina se 
dividen en dos grupos: iniciadores, que 
tienen accién directa en la secrecién como lo 
son la glucosa y algunos aminodcidos; y los 
potenciadores que son ineficientes por si 
solos pero amplifican la  secreci6n en 
respuesta a glucosa o aminodcidos como los 
inhibidores de fosfodiesterasa (Howell et 

al., 1989). 
Las funciones de la insulina se 

resumen de la siguiente manera: 
- Estimula la entrada de glucosa a la célula. 
- Inhibe la glucogendlisis. , 
- Estimula la sintesis de proteinas. 
~ Estimula la entrada de aminodcidos a la 
célula. 
- Estimula la sintesis de acidos grasos y su 
almacenamiento. 

Los efectos metabdlicos de la 
deficiencia de insulina emulan la inanicién. 
Los primeros efectos se desencadenan a 
partir de la imposibilidad de utilizar la 
glucosa por los tejidos periféricos, en 
especial misculo esquelético y  tejido 
adiposo, lo que contribuye ai la 
hiperglucemia. La  gluconeogénesis y 
glucogenélisis son otros procesos que 
contribuyen a la hiperglucemia, que cuando 
supera el umbral renal se produce la 
glucosuria causando una diuresis osmdtica, 
lo que explica la poliuria, sintoma grave que 
no se acomparia de reposici6n de agua y 
que puede ocasionar deshidratacién en el 
enfermo. La enfermedad no afecta 
especificamente a un 6rgano, sino a la 
mayoria de ellos. Un breve resumen de los 
efectos se proporciona a continuacién. 

MICROANGIOPATIA.- La microcirculacién 
se define como el transporte y el 
intercambio entre la sangre y el tejido; 
normalmente en el sistema vascular se 
necesita una presién que asegure la 

circulaci6n, por lo cual también es necesaria



cierta permeabilidad capilar. El intercambio 
de moléculas es a través de receptores 
-especificos o por difusién como en el caso 
de los iones. 

Para ejercer control sobre la presién 
sanguinea, existen procesos un poco més 
complicados. En general la regulacién de la 
hemodinamia microvascular es ejercida por 
el sistema nervioso simpatico que inerva las 
arteriolas. La actividad de este control esta 
coordinada con el centro vasomotor. 

La hemodindmica del cerebro y 
retina no depende del sistema nervioso sino 
que elementos locales responden a la falta 
de oxigeno (hipoxia). El caso opuesto se 
presenta en la piel que depende de un 
amplio control neurogénico y mostrando 
muy baja autorregulaci6n (Tooke et al., 
1989). 

Estos procesos de microcixculacion 
se ven afectados en la diabetes por la 
microangiopatia. La microangiopatia se ha 
definido como el daiio en la 
microcirculaci6n de la retina, rifién y 
neuronas principalmente, pero también 
considerando que afecta corazén, piel, tejido 
graso subcutdneo y misculo. 

Las paredes de la microvasculatura 
estan formadas por una membrana basal y 
células endoteliales. La membrana basal se 
componen de col4gena tipo IV, laminina y 
proteoglicanos. La colagena esté altamente 
glicosilada en la diabetes lo que le confiere 
mayot resistencia a la degradacién, 
contribuyendo al engrosamiento de la 
membrana basal pero, paradéjicamente, a 
pesar de su mayor grosor ofrece mayor 
permeabilidad a macromoléculas y menor a 
micromoléculas. Esto se explica por la 
diferencia de carga que la membrana 
adquiere por la glicosilaci6n de Ja colagena. 

El endotelio posee funciones de 
sintesis relacionadas con el fluido 
sanguineo y la modulacién local del flujo, 

funciones que se ven afectadas por la 

diabetes. Otros factores que también son 

afectados son: el factor von Willebrand, la 

prostaciclina, EDRF, las plaquetas y en 

general células blancas que presentan poca 
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afluencia y migracién (Walker et al., 1991). 
Como consecuencia de esto, aumenta la 

viscosidad de la sangre y se agregan 
plaquetas anormalmente. 

El dafio causado por ila 
microangiopatia se resume como el 
incremento del flujo microvascular y, por lo 
tanto, a la presién sanguinea, seguido de 

esclerosis microvascular, reduciendo la 

perfusién y finalizando con la pérdida de 
autorregulacién de los tejidos (Figura 1). 
Los principales é6rganos darfiados por la 
microangiopatia son el cerebro, higado, ojo 
y rifion (Meyer et al., 1996) 

RETINOPATIA.- La retinopatia esta 
presente en el 75% de los pacientes con 
diabetes tipo I y en el 50% de los pacientes 
con diabetes tipo I]. Las anormalidades se 
presentan sobre la sensibilidad a contrastar, 
la habilidad para diferenciar colores e 
incluso cegueras parciales; aunque no todas 
las__retinopatias estén directamente 
relacionas con la ceguera. La gravedad de 
las lesiones de retina en pacientes diabéticos 
depende en gran medida de otros factores 
de riesgo ademads de la diabetes, como 

eventos genéticos, oculares e hipertensién. 
Se ha asociado la retinopatia con las 
moléculas HLA DR4 y DR3 del Complejo 
Mayor de Histocompatibilidad, también 
est4 asociada con la neovascularizacién 
(Kohner et al., 1989). Como respuesta a la 

isquemia, las células epiteliales se duplican 
para generar nuevos vasos, pero los vasos 
existentes y los vasos nuevos son mas 
permeables de lo normal, lo que puede 
llegar a generar hemorragias. 

NEUROPATIA.- Las células del cerebro no 
requieren de la hormona insulina para 
obtener glucosa, por lo que la hiperglicemia 
est4 directamente relacionada con el dafio a 
los nervios. Se ha comprobado que la 
acumulaci6n de sorbitol en los nervios, 

catalizada por la enzima aldosa reductasa, 
contribuye a la disminucién de mioinositol 
y baja actividad de la ATPasa de Na y K, 
actividad asociada con la disfuncién
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Figura 1. Cascada de eventos de la microangiopatia en la Diabetes mellitus. 

La glicosilaci6n no enzimatica de proteinas 

se ha relacionado recientemente con la 

desmielinizacién de las células nerviosas, lo 

que contribuiria a la ineficiencia del axén 

para transportar proteinas. También se ve 

afectada la velocidad de conduccién del 

nervio, lo que conlleva a disfunciones a 

cualquier nivel del organismo. Las



disfunciones directamente relacionadas son 

a nivel de movilidad gastrointestinal, 

funciones eréctiles, cardiacas, 

microcirculaci6n y tono vascular. El 

mecanismo por el cual el sorbitol causa 

dafio a las células es el siguiente: la glucosa 

se metaboliza a sorbitol por la aldosa 

reductasa y la reaccién requiere reducir 

NADPH. El consumo de sorbitol es lento, 

por lo que la_ hiperglicemia causa 

acumulacién de sorbitol. Las consecuencias 

de la acumulacién intracelular de sorbitol 

son dos. Primero, puede actuar como 

osmolito facilitando por ejemplo la 

formaci6n de cataratas; segundo, el sorbitol 

puede actuar como inhibidor competitivo 

en Ja obtencién de mioinosito! por las 

células, resultando en una sefializaci6n de 

inositol anémala. Como consecuencia de la 

excesiva utilizacién de NADPH, ei tejido se 

vuelve mAs susceptible al estrés oxidativo y 

en particular los neutréfilos tienen menor 

capacidad bactericida. 

NEFROPATIA.- El rifion del paciente 

diabético muestra lesiones con diferentes 

patrones de alteracién de tipo glomerular y 

arteriales, lo que ocasiona isquemia con 

subsecuente atrofia tubular con fibrosis 

intersticial y contraccién del tejido renal 

(Drury et al, 1989). Como resultados 

fisiopatolégicos de la microangiopatia y la 

hiperglicemia en el rifién se mencionan 

decaimiento en la filtracion’ glomerular. Los 

signos para evaluar el dafo en el rifién son 

la poliuria, glucosuria y proteinuria; estos 

signos se presentan con mayor frecuencia 

en los pacientes con diabetes tipo I, lo que 

complica el diagnéstico en pacientes con 

diabetes tipo II (Meyer et al., 1996). 

ATEROESCLEROSIS.- A nivel 

macrovascular el dafio se manifiesta. como 

ateroesclerosis. Los niveles de lipidos y 

lipoproteinas dependen en gran medida de 

la deficiencia de insulina, hiperglicemia, 

obesidad y la dieta. Existen moléculas 

compuestas por colesterol, triglicéridos y 
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proteinas que realizan el transporte de 

colesterol en forma de ésteres de colesterol 

las cuales son Mamadas lipoproteinas de 

baja densidad (LDL), y son endocitadas por 

las células a través de receptores especificos 

(Leghninger et al., 1993). 

La diabetes afecta el mecanismo de 

las LDL de_ diferentes maneras; 

primeramente, la insulina es necesaria para 

incrementar el niimero de receptores para 

las LDL en las células y ademas estimular la 

degradacion de las LDL, lo que implica que 

la falta o deficiencia de insulina ocasiona 

una asimilacion ineficiente de colesterol y 

su acumulacién en las venas. Ademas, otro 

factor que puede alterar la unién de las LDL 

con su receptor en la célula es la 

glicosilacién no enzimatica de las moléculas 

LDL, lo que ocurre en residuos de lisina, 

que son importantes para la unién con el 

receptor. En modelos animales de 

ateroesclerosis se ha descubierto que en 

etapas tempranas de la lesién se encuentran 

monocitos adheridos a las __ paredes 

endoteliales con acumulaci6n subsecuente 

en el espacio subendotelial, en donde 

adquieren caracteristicas de macréfagos, 

que al activarse dafian al endotelio. Esto 

permite la agregacién de plaquetas, 

proliferacién de células del masculo liso y la 

formacién de fibrosis en la _ lesién 

(Betteridge et al., 1989). 

CETOACIDOSIS.- En los seres humanos y 

en la mayoria de los mamiferos el acetil 

CoA formado en el higado durante la 

oxidacién de los acidos grasos puede entrar 

en el ciclo del Acido citrico o puede ser 

convertido en cuerpos ceténicos que son 

transportados a tejidos extrahepaticos para 

proporcionar energia al ser oxidados. Un 

factor determinante de la ruta tomada por el 

acetil CoA en las mitocondrias hepaticas es 

la disponibilidad del oxaloacetato para 

iniciar la entrada de acetil CoA en el ciclo 

del Acido citrico. En algunas circunstancias 

como la inanicién y la diabetes se extrae el 

oxaloacetato del ciclo del Acido citrico para 

 



utilizarlo en la sintesis de glucosa. Si la 
concentracién de oxaloacetato es muy baja, 
entra muy poco aceti] CoA al ciclo y se 
favorece la formacién de cuerpos ceténicos. 
Ademés, la falta de insulina provoca un 
aumento de la lipolisis para utilizar los 
4cidos grasos como fuente de energia, por 
lo cual se explica que en la diabetes tipo I, 
donde no hay insulina, se incremente la 
formaci6n de los cuerpos ceténicos. Los 
cuerpos ceténicos son utilizables para la 
obtencién de energia en las células ante la 
imposibilidad de utilizar la glucosa, pero no 
pueden ser asimilados tan rapido como se 
sintetizan en el higado, provocando una alta 
concentracién de ellos en la sangre, lo cual 
hace descender el pH sanguineo originando 
una acidosis; aunado a esto, la oxidacién de 

triacilgliceroles para dar cuerpos ceténicos 
produce acido carboxilico que al ionizarse 
liberan | protones contribuyendo a la 
acidosis. Los principales cuerpos ceténicos 

son el acetoacetato, D-f hidroxibutarato y 
acetona, el exceso de ellos en la sangre tiene 

consecuencias sistémicas, ya que no es uno 

el érgano afectado por la presencia 
exacerbada de ellos y la acidosis. 

GLICOSILACION NO ENZIMATICA.- La 
glicosilaci6n no enzimdtica es un proceso 
que se conoce como la unién de un azticar 

reductor y un aminodcido. La importancia 
de la glicosilacién no enzimatica radica en 
que una proteina glicosilada puede perder 
funciones especificas de su metabolismo 
normal y, ademds, provoca alteraciones en 
la estructura y propiedades fisicas de la 
molécula asi como cambios en la carga. A 
pesar de que la glicosilaci6n no enzimatica 
ocurre normalmente en la célula, Jos niveles 
altos de glucosa en la sangre provocan un 
incremento en el nimero de proteinas 
glicosiladas y aan tres semanas después de 
controlada la hiperglicemia, sigue habiendo 
entrecruzamiento entre moléculas 
glicosiladas (Kennedy et al., 1989). 
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La glicosilaci6n no enzimatica esta - 
directamente _relacionada  con__ias 
complicaciones en pacientes diabéticos 
mencionadas anteriormente: _retinopatia, 
nefropatia, padecimientos vasculares (Paul 
et al, 1996) y cicatrizaci6bn por mencionar 
slo a los mas estudiados; particularmente 
afecta) a moléculas como coldgena 
hemoglobina, albimina, mielina, LDL, 

inmunoglobulinas (Cohen et al., 1996) y 

enzimas en general. La glicosilacién de la 
colagena ha sido de las mds estudiadas y se 
sabe que la unién del aztcar se realiza en 
residuos de lisina o hidroxilisina; el azticar 

no sélo puede ser glucosa, sino también 
derivados de ésta como la glucosa-6-fosfato 
e incluso ribosa (Bailey et al., 1995). La 

uni6n es a nivel del aldehido del aziicar y el 
grupo amino del aminodcido, formando lo 
que se conoce como base de Schiff o 
-aldimina que sufre cambios para formar 
productos mas estables llamados productos 
de Amadori 0 cetoaminas. Este primer paso 
se conoce como productos tempranos de la 
glicosilacién, los productos son reversibles y 
no causan gran dafio celular. 

El segundo paso sucede a partir de 
la modificaci6n de las cetoaminas que 
resulta en los productos finales de la 
glicosilaci6n avanzada (AGEs), que en caso 

de la col4gena son polimeros pigmentados 
Hamados melanoidinas (Reiser et al., 1990). 

Otros productos de la __ glicosilacién 
avanzada son carboximetil-lisina, 
pentosidina y piralina. El] segundo paso es 
irreversible y es a partir de donde comienza 
el dario. 

La glicosilacién no enzimatica de la 
cola4gena depende en gran medida del tipo 
de col4gena ya que ,por ejemplo, la 
col4gena tipo JI no se __ glicosila 

uniformemente ni al azar, sino que ocurre 

en lugares especificos; en el caso de la 
colagena tipo IV, la glicosilacién inhibe la 
agregaci6n lateral de la colA4gena en forma 
helicoidal. 

Los efectos directos de la 
glicosilacié6n no enzimatica de la colagena 
son: resistencia a la degradacién, disminuye



su solubilidad, presenta mayor rigidez y 
menor movilidad, disminuye el transito de 
células en la matriz extracelular y facilita la 
uni6én inespecifica de ligandos como las 
plaquetas Megando incluso a facilitar la 
trombosis. . 

En general, como se ha visto, la 

glicosilaci6n no enzimatica de un 
sinntiimero de moléculas tiene efectos en el 
4m bito sistémico. 

COAGULACION.- Los desordenes 
hemostiticos en personas que padecen 
Diabetes mellitus son causa de los efectos en 

la coagulaci6n y anomalias en las 
interacciones celulares. El endotelio en una 
situacién de hiperglicemia, sintetiza menor 
prostaciclina y aumenta la sintesis del factor 
de von Willebrand, fibrinégeno y factor VII 
y se reduce la actividad biolégica de la 
antitrombina y de la proteina C. El sistema 
fibrinolitico facilita la lisis de la fibrina, que 

como se mencioné en el parrafo de la 
coagulacién en situaciones normales, es de 

gran importancia para el proceso. El sistema 
plaquetario se ve afectado también, 
mostrando hipersensibilidad en agregarse a 
moléculas agonistas como col4gena, Acido 
araquidénico y trombina; disminuye la 
fluidez de la membrana y por lo tanto la 
secreci6n y su volumen. Y nuevamente la 
glicosilaci6n no enzimAtica de proteimas de 
membrana de plaquetas, asi como del factor 

heparan H y fibrina, convergen en 
desérdenes de la coagulacién. 

ANTECEDENTES 

DIABETES Y CICATRIZACION.- Como se 
mencioné en la introduccién, la Diabetes 

mellitus es un padecimiento que presenta 
miltiples complicaciones que no podrian 
explicarse con un sdlo mecanismo, es 
necesario tener aproximaciones 

multidisciplinarias para comprender el 
mecanismo de la enfermedad y dar a la luz 
procesos de prevenci6n y tratamiento. En la 
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introduccién se describieron brevemente las 
complicaciones, siendo casi imposible 
hacerlo de manera puntual. En el caso de 
este trabajo, nos hemos preocupado por una 
complicacién en particular: la cicatrizacién. 
Es sabido que las personas con Diabetes 
mellitus tienen grandes dificultades para 
cicatrizar, especialmente si no existe un 
control de la hiperglicemia, ademas de que 
son mas susceptibles a infecciones (Johnston 
et al, 1994). 

Las razones por las cuales la 
cicatrizacién es  deficiente se han 
‘mencionado indirectamente en la 

introduccién, ya que cada complicacién de 
la diabetes tiene repercusiones en la 
cicatrizacién, pero se hard un_ breve 

resumen de eventos: 
MICROANGIOPATIA.- Disminuye el 
aporte de oxigeno, nutrientes, citocinas y 
células, lo que disminuye la eficiencia del 
proceso cicatrizal (Vyalov et al., 1996). 
GLICOSILACION NO ENZIMATICA.- En 
particular de la coldgena y _fibrina, 
disminuye la resistencia de la herida y el 
transito de células que participan en el 
proceso cicatrizal. La glicosilacién de 
inmunoglobulinas disminuye la resistencia 
a infecciones, asi como la de proteoglicanos, 

la unién a factores de crecimiento que se 

almacenan en la matriz extracelular. En el 
caso de proteinas de membrana puede 
ocasionar pérdida de funcién de la célula o 
disfunciones como el caso de los leucocitos 
polimorfonucleares, que  pierden la 
capacidad de reconocer receptores; 0 las 
plaquetas, que se agregan de manera 
anormal. La _ glicosilacién excesiva de 
componentes de membrana basal, ocasiona 

el engrosamiento del endotelio que 
incrementa la microangiopatia. Finalmente 

la glicosilacién de la mayoria de las enzimas 
contribuye a la deficiencia en la reparaci6n. 
INFLAMACION.- Existe deficiencia en la 
inflamacién a causa del aporte sanguineo, la 
reducida respuesta de las células a factores 
quimiotdcticos y la misma insuficiencia de 
quimioatrayentes, ademas, la inadecuada 

matriz extracelular.



RESPUESTA INMUNE.- En diabetes no 
existe opsonizaci6n que es un proceso de 
defensa para resistir a las infecciones, asi 

como tampoco existe el componente C4 de 
la cascada de complemento (otra 
estratagema del organismo para combatir 
cuerpos extrafios). Es insuficiente la 
adherencia de las células a las paredes de 
los vasos sanguineos, asi como a 
componentes de matriz  extracelular; 

también esté disminuida la fagocitosis, 

ademas las células van perdiendo la 
capacidad de atravesar las paredes de los 
capilares. La glicosilacién no enzimatica de 

' inmugiobulinas y también la falta de 
NADPH, que se utiliza para la via del 

poliol, ocasiona que los polimorfonucleares 
no pueden destruir bacterias 
intracelularmente (Schéffer et al., 1996). 
CETOACIDOSIS.- Ocasiona problemas en 
general a enzimas y proteinas, lo que lleva 
al paciente diabético a tener una deficiente 
degradacién de material inservible en la 
zona de la herida y un inadecuado recambio 
de proteinas. 
ATP.- La sintesis de ATP en las células 
disminuye ocasionando retraso metabélico. 
S{NTESIS PROTEICA.- Se ha dicho que la 
cicatrizaci6én depende en gran medida del 

18 

recambio de proteinas en el lugar del dafio, 
lo que se ve afectado por la disminucién de 
la sintesis de proteinas, en especial 

col4gena, fibronectina y  -citocinas 
(Spanheimer et al., 1992). 
NEUROPATIA.- De manera general, causa 
afecciones en cualquier biomecanismo, 
siendo otra de las causas que influyen en la 
cicatrizaci6n . 

INFECCIONES.- La insuficiente 
quimiotaxis, adherencia, actividad 

bactericida, produccién de prostaglandinas, 

factores de crecimiento, actividad del 

complemento y células inmunes, afluencia 
celular, actividad de inmunoglobulinas y la 
fala de opsonizacién, tienen como 

resultado la susceptibilidad a infecciones. 
En el caso de la piel y tejidos blandos, las 
principales enfermedades son las otitis, 
coliocistitis enfisematosa, paniculitis 

granulomatosa y candidiasis. 
Siendo la Diabetes mellitus un 

problema que afecta a una considerable 
parte de la poblacién mundial, se ha 
buscado explorar métodos terapéuticos que 
atenten la enfermedad. La Tabla V intenta 
enumerar las diferentes terapias que se han 
probado en pacientes diabéticos. 

Tabla V. Métodos Terapéuticos para Pacientes Diabéticos. 

  

  

METODO MECANISMO REFERENCIA 

Factores de crecimiento T  cicatrizacién 

FGFa (Mellin et al., 1995) 

FGFb (Taubol et al., 1990) 

PDGF (Grontendorst et al., 1985) 

EGF (Hennessey et al., 1990) 

Aminoguanidina + formacién de AGEs (Paul et al, 1996) 

Sorbinil J actividad de aldosa (Kennedy et al., 1989) 

reductasa 

Hormona de crecimiento ? cicatrizacion (Kamal et al, 1996) 

biosintética 

Antioxidantes 4 formacién de radicales libres (Kamal et al., 1996) 

Transplante de pancreas provisién de insulina (Morris et al, 1989) 

Estimulacién eléctrica t cicatrizacion (Baker et al., 1997) 

 



La deficiente cicatrizacién en la Diabetes 
mellitus, Weva a que los pacientes con 

heridas o que requieren cirugias, necesiten 
de grandes cuidados e incluso de un estricto 
control de la hiperglicemia en situaciones 
prequirirgicas (Verhofstad et al., 1996). 
POLIETILENGLICOL.- Se ha observado 
que el uso de polietilenglicol de manera 
tépica en la herida, acelera la cicatrizaci6én 

en ratas normales cerrando la herida a las 
48 horas. Aunado a esto, las heridas 

muestran mayor resistencia al aplicarse una 
fuerza de tensién (Guerrero- Padilla., 1984) 
todo esto sin causar efectos secundarios 
(Pontecorvo et al., 1975). 

El polietilenglicol (PEG) es un 
polimero de cadena alifatica que tiene 
variados usos y aplicaciones debido a las 
caracteristicas que le da el tener diferentes 
pesos moleculares, ejemplo de ello es su uso 
en la industria cosmetolégica, 
farmacolégica, elaboracién de pinturas y 

' congelantes. Tiene la capacidad de alterar la 
membrana celular por su efecto en las 
interacciones lipido-lipido,  provocando 
fusi6n celular (Knutton et al, 1979). La 
intoxicacién por la ingesta es practicamente 
nula, atin después de uso prolongado es 
inocuo (Galfre et al, 1977). Llega a ser 
téxico a concentraciones muy altas y su 
efecto es por deshidratacién de la célula, ya 
que es hidrofilico. 

Para estudiar el efecto del 
polietilenglicol en la cicatrizaci6én se utiliz6 
la molécula con peso 6 000 g/mol, aplicado 
de manera tépica en heridas quirargicas 
antes de suturarlas; se aplic6 una solucién 

1:2 de polietilenglicol en solucién de Hanks 
y  Dimetilsulf6xido (DMSO) al 5% 
(Guerrero-Padilla., 1984). 

ESTREPTOZOTOCINA.- El método que se 
ha utilizado para Ja induccién la diabetes es 
con una dosis de estreptozotocina de 60 
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mg/Kg. de peso de manera intraperitoneal. 
Se ha observado que las dosis varian en la 
literatura dependiendo de la especie, sexo y 
edad (Flores et al., 1995). 

La estreptozotocina 
(N[Metilnitrosocarbamoil]-D-glucosamina) 
es una citotoxicina relativamente selectiva - 
para las células beta del pancreas en ciertos 
animales, en los que causa diabetes 

permanente (Morders et al., 1981). El primer 
paso es la adhesién de la molécula a la 
membrana celular de las células beta, se ha 

propuesto el mecanismo a través del 
anémero alfa de la glucosamina, también se 
ha propuesto que el componente glucosa de 
la molécula de estreptozotocina facilita la 

entrada a las células del pancreas, ya que al 
removerlo o substituirlo de la molécula, se 
reduce la capacidad citotéxica de ésta. Ya 
dentro de la célula, la estreptozotocina 
reduce los niveles de adenina dinucledétido 
(NAD) inhibiendo su sintesis y estimulando 
su degradacién (Mordeers et al., 1981). El 

primer efecto de dafio al pancreas se puede 
ver en la disminucién de sintesis de 
col4gena y posteriormente se puede 
observar a nivel histolégico, la 

desgranulaci6én de las células beta y la 
destrucci6n de los islotes. Estudios 
realizados para corroborar el padecimiento 
diabético por estreptozotocina han sido: 
niveles de glucosa sanguinea, peso 
corporal, consumo de agua, alimento y 
mortalidad (Flores et al., 1995), tamario de 

intestino, glucosa en orina, volumen de 

orina (Miller et al., 1979), sintesis de ADN y 

proteinas (Spanheimer 1992), absorcién de 
aminodcidos en el intestino (Lal et al., 1974, 

Dheeraj et al., 1974) y como se puede 
observar en la Tabla VI con solo algunos de 
los parémetros indicados las ratas muestran 
los signos y sintomas tipicos en la diabetes 

mellitus.
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Tabla VI. Caracteristicas fisiolégicas de ratas diabéticas y normales a 30 dias de la aplicacién de la 

  

estreptozotocina. 

PARAMETRO CONTROL DIABETICAS 
Peso corporal en g 335 212 
Intestino delgado en g 5.0 (1.6% del peso corporal) 8.9 (4.7% del peso corporal) 
Consumo de alimento g/d 22 34 
Glucosa en sangre mg/dL 90 400 
Glucosa en orina g/d 0 11 
Volumen de orina ml/d 11 189 
Consumo de agua mi/d 33 209 
Absorcién de leucina en intestino 100 37 
Absorcién de lisina en intestino 100 128 
Sintesis de ADN en yeyuno 14 23 
cpm por cripta 

  

Finalmente, la diabetes inducida por 
estreptozotocina ofrece un modelo 
experimental de diabetes que puede 
compararse con el padecimiento en 

humanos. 

HIPOTESIS Y OBJETIVOS 

La consecuencia de aplicarel PEG de 
manera t6pica en la herida, es reducir el 

tiempo de cicatrizacién, esto se ha analizado 
en ratas normales desde un punto de vista 

macroscépico, histolégico, 

inmunohistoquimico y de resistencia. Las 
complicaciones de reparacién que se 
presentan en la diabetes han sido motivo de 
intensos estudios, y dadas las caracteristicas 

del PEG, la hipétesis de este trabajo es que 
al aplicar el PEG en ratas diabéticas 
disminuiré el tiempo de cicatrizaci6n, por lo 
que se ha decidido hacer un estudio 
comparativo de heridas en ratas sin 
tratamiento y heridas tratadas con PEG, 
esperando que se manifieste nuevamente la 
aceleracién del proceso cicatrizal. Las 

diferencias que se han observado en ratas 
normales tratadas con PEG han sido: 
‘disminucién en el tamafio del cono de 
cicatrizacién, la presencia temprana de 

fibronectina, epidermis de grosor normal y 
poco infiltrado celular; presumiblemente, el 

efecto al aplicar el PEG en heridas de ratas 
diabéticas, puede presentarse nuevamente. 

Dada esta hipdtesis, el objetivo 

general de este trabajo es valorar los efectos 
del PEG en animales diabéticos a diferentes 

tiempos de su aplicacién en heridas de tipo 
quirirgico. 

Los objetivos particulares son: 
,7 Inducir diabetes a las ratas, de manera que 

se mantenga la patologia. 
- Comparar el proceso reparativo por 
morfologia en las heridas tratadas con y sin 
PEG. 
- Comparar histolégicamente _ las 
proporciones de tejido de granulaci6n, de 
infiltrado celular, de colagenas tipo I y tipo 
Il en las heridas testigo y experimental. 
- Identificar con anticuerpos especificos 
proteinas que se depositan en la matriz 

extracelular; aquellas que son bésicas para 
el proceso de cicatrizacién: fibronectina, 

cola4gena tipo I y cold4gena tipo II en 
heridas control y experimental. 
- Comparar la resistencia de las heridas 
control y experimental por medio de la 
aplicacién de una fuerza de tensién.



MATERIALES 

Para el modelo biolégico de este proyecto se 
utilizaron ratas machos de la cepa Wistar, 
de 8 semanas de edad y un peso promedio 
de 270 g, obtenidas del bioterio del Instituto 
de Investigaciones Biomédicas de la 
UNAM. Los anticuerpos que se utilizaron 
fueron los siguientes: anticuerpos de conejo 
especificos contra fibronectina de rata; 

anticuerpo de conejo especifico contra 

colagena tipo I y coldgena tipo III de rata, 
de la casa Chemicon; anticuerpo de cabra 

especifico contra anticuerpo de conejo, 

fluoresceinado, de la marca Zymed. Las 

sales de uso comiin, asi como solventes y 
colorantes, se utilizaron de la marca J.T. 

Baker. Reactivos como la_hialuronidasa, 

albamina de  suero’ bovino, _ resina, 

estreptozotocina y polietilenglicol de peso 
molecular 6 000, de la marca Sigma 
Chemical. El DMSO de la marca Merck. 
Para medir los niveles de glucosa en sangre, 
se utilizaron las tiras reactivas Dextrostrix II 
de Bayer. El medio para congelacién de 
tejidos fue Tissue Tek de la marca Jung. Los 
aparatos utilizados fueron: microtomo de 
American Optical Company,  cridéstato 

Reichert-Jung 1800, microscopio Ultraphot 
Zeiss oy microscopio Nikon Optiphot 
Epifluorescence y el tensémetro fue donado 
por el Dr. Zumano s/marca (de la Fac. de 
Veterinaria de la UNAM). El tratamiento y 
manejo de las ratas se realizaron segiin las 
reglas establecidas por el Institutional 
Animal Care and Use Committee (National 
Academic Press, 1996). 

METODOS 

1. Induccién de la Diabetes: 
Para este propésito se tomaron las ratas, se 
pesaron y se les tomé muestra de sangre 
por la vena caudal para corroborar que se 
encontraran en condiciones normales (90 

mg de glucosa en 100 ml de sangre). Se les 
inyecté 1 dosis de 60 mg por Kg. de peso de 
estreptozotocina a cada rata 
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intraperitonialmente (Flores 1995). El 
vehiculo fue un amortiguador de citratos. 

Se tomaron muestras de sangre 
desde el segundo dia de la induccién de la 
diabetes hasta el sacrificio de los animales 
en intervalos de 3 dias y desde la 1° toma de 
muestra las ratas alcanzaron niveles de 
glucosa en sangre alrededor de los 700 
mg/dl segin las tiras de Destroxtis. 

También se midié el peso corporal 
desde el primer dia de la inducci6n hasta el 
sacrificio de los animales. Las ratas se 
trabajaron en grupos de 5 animales c/u. 

2. Heridas quirtrgicas. 
Una vez establecido el padecimiento en las 

ratas, se anestesiaron con éter en una 

cA4mara cerrada, se les realizaron 2 

incisiones de 5 cm aproximadamente en la 
regién dorsal (previamente rasurada); la 

herida de la regién cervical se utiliz6 como 
control y la herida de la regi6n caudal como 
la experimental. Previo a la sutura, en la 

herida experimental se aplicé6 de manera 
tépica PEG y como vehiculo una solucién 
de Hanks vol./vol. y a esta solucién se le 
agreg6 DMSO al 5 % y se esteriliz6 en 
autoclave. 

3. Obtencién de muestras. 

Los animales se sacrificaron a diferentes 

dias de realizada la herida, segan la prueba 

a realizar. Se sacrificaron con una 

. sobredosis de cloroformo o de CO2 y se 
obtuvieron diferentes secciones de la herida, 
las cuales se fijaron en formalina al 10% en 
solucién salina amortiguadora para su 
anélisis histolégico y otro grupo se congelé 
a -70°C embebidas en Tissue Tek para el 
andlisis inmunohistoldégico. 

4. Inclusién en parafina. 
Los cortes previamente fijados en formalina 
se incluyeron en parafina para poder 
procesarse en un microtomo. Después de al 
menos 1 dia en la formalina, los tejidos 

recibieron 3 lavados en agua destilada de 5, 
10 y 5 minutos cada uno, después se 

sumergieron en alcoholes al 70%, 80%, 96%,



absoluto y alcohol-xileno (1:2) 1 hora en 
cada uno de ellos; inmediato a esto, se 
sumergieron en xileno de 1 a 2 minutos y 
luego 1 hora en parafina-xileno para 
poderse procesar en bloques de parafina. 

Se hicieron cortes de 6 micras en un 
microtomo cuidando que la herida quedara 
expuesta en el corte del tejido. Los cortes se 
hidrataron, en alcohol al 50% y se colocaron 
en la superficie de agua a 50°C y con 
gelatina disuelta, lo que facilité la 

recoleccién de los tejidos en portaobjetos. 

5. Tincién de Masson. 

Se desparafinaron las laminillas 
sumergiéndolas de 15 a 20 minutos en 
xileno, se enjuagaron en agua destilada y se 
procedié a la tincién. Se les agreg6 alumbre 
férrico acuoso al 5%, 30 minutos a 50°C, 

después se tifieron con hematoxilina de 
- Regaud 30 minutos a 50°C y se lavaron con 
agua destilada; se diferenciaron en acido 

Picrico disuelto en alcohol al 95%, se 

lavaron en agua ligeramente por varios 
minutos. Después se coloreé el citoplasma 
durante cinco minutos a temperatura 

ambiente en una solucién de fucsina dcida y 
se enjuagaron en agua destilada (Bradbury 
et al., 1990). 

Se dejan durante 5 minutos en Acido 
fosfomolibdico acuoso al 1% y se tifié la 
col4gena en una solucién saturada de azul 
de anilina al 2.5% en acido acético por 5 
minutos, nuevamente se enjuagaron y se 

sumergieron durante 20 minutos en acido 
acético al 1% para remover el exceso de azul 
de ‘anilina. Luego se sumergieron 20 
minutos en Acido acético al 0.1% en alcohol 
absoluto y se deshidrataron en alcohol al 
96%, alcohol absoluto, alcohol-xileno y 

xileno durante 3 minutos en cada uno de 
ellos. Se montaron las laminillas con resina- 
xileno. Se tomaron las fotografias de la 
tincién en el Ultraphot Zeiss. 

6. Tincién de Herovici (Herovici et al., 1963). 

Una vez desparafinadas las laminillas, se 
tifieron en una solucién al 0.5% de azul 
celestino y alumbre férrico al 5% en agua 
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destilada durante 5 minutos, se lavaron en 

agua destilada y se tifieron en una solucién 
al5% se sulfato de aluminio y hematoxilina 
al 1% mas una solucién al 4% FeCl3, se 
lavaron de 15 a 30 minutos con agua 
corriente y se tifieron en una solucién de 
amarillo-metanilo al 0.4% y 5 gotas de acido 
acético; se lavan en una solucién de 5 gotas 
de Acido acético en 60 ml durante dos 
minutos y posteriormente se sumergieron 

rapidamente en una solucién de carbonato 
de litio (dos gotas de solucién saturada en 
60 ml de agua). 

Se lavaron en agua destilada y se 
tiferon por 2 minutos en una mezcla 
picropolicrémica: 
Solucién 1: azul de metanilo al 0.1%; 
Solucién 2: fucsina dcida 0.2% en Acido 
picrico, solucién saturada. 

Se mezclaron las dos soluciones, se 

agregaron 10 ml de glicerol y 0.5m1 de una 
soluci6n saturada de carbonato de litio. 

Se sumergieron las laminillas en 
acido acético al 1% durante dos minutos y 
se deshidrataron durante 3 minutos en los 
mismos alcoholes que la tinci6n de Masson, 

y nuevamente se montaron en resina y se 

fotografiaron. 

7. Criocortes 

Al momento de sacrificar a los animales 
para obtener las muestras, los fragmentos 
de tejidos se congelaron a -70°C, embebidos 
en Tissue Tek y se mantuvieron alli hasta el 
momento de hacer los cortes. Los tejidos se 
procesaron en un cridstato a -20°C y los 
cortes fueron de 6 micras. Se recolectaron en 
portaobjetos previamente tratados con 
silano (sumergidos en silano al 2% en 
acetona, 2 minutos y enjuagados con agua 

destilada y secados a 37°C), estas laminas se 

utilizaron para los estudios de 
inmunofluorescencia y se guardaron a -4°C 
hasta su estudio. 

8. Inmunofluorescencia 
Una vez preparadas las laminillas se 
dejaron 30 minutos a temperatura ambiente 
y se trataron con hialuronidasa al 12.5%



disuelta en PBS durante 30 minutos a 
temperatura ambiente y 30 minutos a 37°C. 
Se lavaron en PBS, 3 lavados de 3 minutos 
cada uno y se bloquearon con albimina de 
suero bovino al 0.1 % en PBS durante media 
hora a temperatura ambiente. 
Posteriormente se agregaron los primeros 
anticuerpos de conejo especificos para las 
principales moléculas de MEC diluido en 
albimina de suero bovino al 0.1 % en PBS, 
la dilucién fue 1:50 para fibronectina y 1:20 
para coldgenas, se dej6 incubando toda la 
noche a 4°C. Al dia siguiente se lavaron las 
laminillas con PBS, 3 lavados de 5 minutos 

cada uno y se incubaron con el segundo 
anticuerpo de cabra, especifico para 
anticuerpos de conejo y con la caracteristica 
de estar fluoresceinado y a una dilucién de 
1:75, se incubaron una hora a temperatura 

ambiente y se lavaron en una solucién de 
PBS con tween al 0.3 %, 2 veces por 15 y 5 
minutos cada una. Se montaron en una 
solucién de DABCO al'5 % en PBS-glicerina 
1:9, y se observaron y se tomaron fotos en el 

microscopio Nikon Optiphot 
Epifluorescence. 

9. Pruebas de resistencia 

Para realizar estas pruebas se les hizo una 
incisién en el dorso a las ratas y se les aplicé 
previo a la sutura el PEG, a las ratas 

experimeritales. Se sacrificaron las ratas con 
una sobredosis de cloroformo o CO2 a 
diferentes tiempos de la aplicacién del PEG, 

y se obtuvo la herida completa para 
montarla en el tensémetro, que es un 
aparato que aplica una fuerza de tensién a 
la herida de manera que el tejido se 
distiende. La presién a la cuél la herida se 
separa es registrada en un mandémetro. 

RESULTADOS 

El propésito principal de este trabajo, fue 
analizar las heridas de tipo quirirgico en la 
diabetes. Para ello, se utilizé un modelo 

animal de diabetes inducida, por medio del 
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farmaco estreptozotocina. Los pardmetros 
para medir la evolucién de las heridas 
fueron histolégicos, inmunolégicos y de 
resistencia. 

Induccién de la diabetes. 
Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, de 
aproximadamente 8 semanas de edad y de 
peso promedio 270 g, se les aplicé una dosis 
intraperitoneal de estreptozotocina en 

amortiguador de citratos. Se les tomaron 
muestras de sangre antes de la induccién y 
todas mostraron niveles normales de 
glucosa en sangre (90-100 mg/dL); también 
se les tomaron muestras de sangre desde el 
segundo dia de la induccién hasta el 
momento de sacrificarlas y todas mostraron 
niveles de glucosa arriba de los 400 mg/dl 
todos los dias de muestra. Las ratas se 
empezaron a trabajar al quinto dia de la 
induccién, ya que consideramos que la 
diabetes estaba establecida. 

Peso corporal de las ratas diabéticas. 
Otro pardmetro que nos indica que el 
padecimiento se esté presentando en los 
animales, es la disminucién en el peso 
corporal. Como se muestra en la figura 2, a 
partir de la induccién de la diabetes el peso 
disminuye con el tiempo, lo que sucede al 
contrario en las ratas normales como se 

pudo ver en la Tabla VI. También se 
observé que el aspecto de los animales fue 
como se ha registrado en la literatura, pelo 
amarillento, polifagia, poliuria y polidipsia, 
lo que reafirma el padecimiento diabético de 
las ratas por ila  induccidn con 
estreptozotocina. 

Anilisis histolégico. 
La primera tincién que se utiliz6 para el 
anélisis histolégico fue la tricrémica de 
Masson, que tifie los nacleos celulares en 

negro, el citoplasma celular en gamas de 
rojo, las fibras musculares en rojo brillante y 
las fibras de col4gena en azul. Los dias en 
que se tomaron muestras de tejido a partir 
de que se realizé la incisién, fueron: 2, 3, 4, 

5, 6, 7, 14 y 21 dias; se utilizaron grupos de



cinco ratas cada uno, al grupo experimental 
se le aplicé la solucisn PEG/DMSO antes 
de suturar. 
En la figura 4 se muestran los dias 2 y 3, 

testigo y experimental. En el dia 2 se puede 
observar una herida todavia abierta con 
abundante infiltrado inflamatorio, no se 

puede ver diferencia entre las heridas 
testigo y experimental. Al tercer dia, las dos 
heridas muestran mayor resolucién en la 
epidermis, pero la dermis atin se encuentra 
abierta. 

En la figura 5, se muestran los dias 4 

y 5. Para el cuarto dia el infiltrado celular en 
la herida testigo es mucho mayor que en la 
experimental, la cul muestra desde este dia 

una mejor resolucién a nivel dérmico. La 
epidermis se ve un poco engrosada, como 
sucede en la cicatrizacién de ratas normales 
al cuarto dia (Guerrero- Padilla 1984). Al 

quinto dia, se puede observar que el cono 
de cicatrizacibn es mucho menor en las 
heridas experimentales y que la orientacién 
de las fibras de cola4gena es muy parecida a 
la normal. 

En la figura 6, aparecen los dias 6 y 
7; en el dia 6 se pueden observar resultados 
muy parecidos al dia 5 y para el séptimo dia 
la diferencia entre la herida testigo y 
experimental es atin mayor, el tejido de 

granulacién es mucho menor en la herida 
experimental, el engrosamiento de la 
epidermis desaparecié de ésta desde el dia 5 
y sin embargo en la herida testigo 
permanece desde el quinto dia hasta el 

séptimo. 
En la figura 7, se muestran los dias 

14 y 21 del proceso cicatrizal. En el dia 14 a 
pesar de que todavia hay infiltrado en las 
dos heridas, la orientacién de las fibras y 

células eri la herida testigo es todavia 
paralela a la epidermis, lo que muestra que 
el proceso no ha Ilegado a una maduracién 
y se encuentra en Ja segunda fase de la 
cicatrizaci6n que se ha mencionado en la 
introducci6én; por el contrario en la herida 
experimental, las células y fibras tienen un 
aspecto mds normal. Para el dia 21 es 
evidente que el proceso de remodelacién se 
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esta Wevando a cabo, que consiste en la 
transicién de matriz provisional a cicatriz de 
colagena, se caracteriza por la presencia de 
fibroblastos que sintetizan la colagena. Aqui 
es donde aumenta la resistencia de la 
herida, pero ademds se puede Wegar a 
formar cicatrices queloides. En el caso de 
nuestra herida testigo, hay abundante 

infiltrado celular y abundante sintesis de 
col4gena, caso contrario en la _ herida 
experimental que muestra una mejor 
resoluci6n con menor esfuerzo. Cabe 
mencionar que a pesar de aparentar menor 
resistencia por menor cantidad de células y 
col4gena, la herida experimental tiene 
mayor resistencia como se probard en los 
experimentos de tensién. 

La segunda tincién que utilizamos 
fue la de Herovici (Herovici et al., 1963), que 
diferencia a las col4genas tipo I y tipo III, lo 
que nos permitié hacer un anilisis de la 
evolucién de Ja herida a nivel de matriz 
extracelular, ya que como se_ ha 
mencionado, estos tipos de colAgena 
aparecen a diferentes tiempos de la 
cicatrizaci6n. Esta tincién tifie de negro los 
nticleos celulares, el citoplasma de amarillo 
verdoso, la queratina, miusculo y glébulos 
rojos de amarillo brillante, la col4gena joven 
tipo II de azul y la cola4gena madura tipo I 
de rojo. Los dias posteriores a la herida que 
se analizaron fueron 2,5, 7, 10 y 14, en esta 

tincién se tomaron dos juegos de fotos a 
diferentes aumentos para poder analizar las 
fibras de col4gena y su organizaci6n; los 
aumentos fueron a 120X y 500X. 

La figura 8, muestra los dias 2 y 5. 

Al dia 2 podemos apreciar que los tonos de 
las fibras son naranjas, no podemos 
distinguir entre azul y rojo, lo que nos 
indica que no hay una sintesis especifica de 
colagena, lo que concuerda con la formacién 
de la matriz provisional para el flujo de 
células a la herida. A los 5 dias, es similar lo 
que se observa, sin mayor diferencia. 

En la figura 9, al dia 7, se observa lo 

que vimos en las tricrémicas, hay mayor 
infiltrado celular, la coloraci6én en azul ha 

aumentado en la zona de la herida y en la



l4mina basal, justo abajo de la epidermis; 
esto nos dice que la colégena II, que es la 
primera en aparecer, ya se esta sintetizando 
en la herida. Los tonos de azul se ven mas 
intensos en la herida experimental. Al dia 
10, en aumento de 120X, se observa que la 

coloraci6n azul es mayor en la herida 
experimental, pero ademas en el aumento 
de 500X, se observa que incluso los 

infiltrados celulares estén desapareciendo. 
Nuevamente, las células de la herida testigo 

estan todavia en posicién paralela a la 
herida. Es importante hacer notar que en la 
herida experimental, en el cono de la herida, 

ya se puede observar que hay sintesis de 
col4gena tipo I, que se tifie de rojo, lo que 
implica que ha comenzado la maduracién 
de la herida. 

En la figura 10, se muestra el dia 10, 

en el que podemos ver que ahora la 
coloraci6n es mas intensa en rojo, lo que 

‘indica que la sintesis de col4gena tipo I es 
aan mayor. La herida experimental esta casi 
completamente roja, lo que todavia no 
sucede en la herida testigo. 

Inmunofluorescencia. 
El siguiente andlisis consistié en evaluar la 
presencia de proteinas clave para la 
cicatrizacién, fibronectina, col4gena tipo ly 
col4gena tipo III, lo que vendria a reforzar 
los resultados histolégicos anteriormente 
presentados. Para este propésito se hicieron 
criocortes de 6 micras de las heridas testigo 
y experimental y se trataron con 

hialuronidasa para quitar todo el ruido 

posible. Se incubaron con anticuerpos anti 

cola4gena y fibronectina especificos y 

posteriormente se incubaron con un 

anticuerpo floresceinado de cabra contra 

anticuerpo de ratén, lo que nos permitié ver 

al microscopio, la presencia de las proteinas 

y su distribucién en la zona de la herida. 

En la figura 11 se muestran las 

heridas a dos dias de la aplicacién del PEG, 

y se imuestran también tres diferentes 

proteinas de matriz extracelular: 

fibronectina, colAgena tipo I y tipo HI. Se 

puede observar que Ja produccién de estas 
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proteinas a los dos dias es todavia muy 
baja. La que mejor se puede observar es la 
fibronectina y sabemios que la fibronectina 
es de las primeras proteinas que se 
depositan en la herida. 

En la figura 12 se muestra que a los 5 
dias la presencia de fibronectina es mas 
abundante en la zona de la herida. Es més 
evidente la presencia de la col4gena tipo I 
a lo largo de las heridas y junto a la 
membrana basal, en las dos heridas, testigo 
y experimental. También se puede notar 
que ya se comienza a depositar la colagena 
tipo I, pero en menor cantidad. 

En la figura 13 aparecen las heridas 
a los 10 dias de realizadas las heridas, 
claramente se puede observar la malla de 
fibronectina en las dos heridas, abarcando 

no solo Ja linea de la herida, sino también a 

los costados de ella. La presencia de 
col4gena tipo III es todavia abundante en 
las heridas testigo y disminuye su presencia 
en las heridas experimentales. La colagena 
tipo I es mucho més abundante en las 
heridas experimentales, que como ya se 
habia observado muestran mayor madurez. 

En la figura 14 se muestran las 
heridas a los 21 dias y. es evidente que la 
presencia de fibronectina en la dermis de las 
dos heridas. La colagena tipo III disminuyé 
en la herida experimental y es evidente la 
presencia de la cold4gena tipo I en la misma 
herida, no asi en la herida testigo. 

Pruebas de resistencia. 
Para este andlisis se colocaron,las muestras 

en un tensémetro, se aplic6é una fuerza de 
tensi6n para que la piel se distendiera, la 
presién a la cual las heridas se separaron se 
registr6 en un manémetro. Los dias que se 
registraron fueron 3, 4, 5, 7,12, 14 y 17. En 

la figura 15, se muestra la grafica de las 

presiones a las cuales las heridas testigo y 

experimentales se abrieron. Como se puede 

observar, desde el primer dia de registro, 

las heridas experimentales muestran mayor 

resistencia a la fuerza de tensién. A los dias 

12, 14 y 17, la presi6n fue mayor a los 400 

mmHg.
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Figura 2. Grafica de peso corporal en ratas diabéticas a partir de la induccién de la 

diabetes. Los datos se muestran en una gréfica de tiempo (dias) contra peso (g). Cada 

punto de la grdfica representa el peso de 10 animales. Se observa que al término de los 

20 dias hay una disminucién de cerca del 50% de peso corporal. 
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Figura 3. Fotografia de piel de rata normal. Tincién Tricrémica de Masson. Aumento 

100X. Se observan la dermis estructurada con anexos cutdéneos.
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Figura 4. Fotografias de las heridas en piel de rata diabética, testigo y experimental a los 
dias 2 y 3. Tincién Tricrémina de Masson. Aumento 126X. Se observan los n 

negro, citoplasma celular en gamas de rojo, fibras musculares en rojo brillante y fibras 
de colagena en azul y verde.
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Figura 5. Fotografias de las heridas de piel de rata diabética, testigo y experimental a los 

dias 4 y 5. Tincién Tricrémica de Masson. Aumento 126X. , 
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Figura 6. Heridas en piel de rata diabética, testigo y experimental a los dias 6 y 7. 

Tincién Tricrémica de Masson. Aumento 126X.
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Figura 7. Heridas en piel de rata diabética, testigo y experimental a los dias 14 y 21. 
Tincién Tricr6mica de Masson. Aumento 126X.
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Figura 8. Heridas en piel de rata diabética, testigo y experimental a los dias 2 y 5 dias. 
Tincién de Herovici. Aumento 126X (colummna izquierda) y 500X (colummna derecha). 
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Figura 9. Fotografias de las heridas en piel de rata diabética, testigo y experimental a los 
dias 7 y 10. Tincién de Herovici. Aumento 126X (columna izquierda) y 500X (columna 
derecha).
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Figura 10. Heridas en piel de rata diabética, testigo y experimental al dia 14. Tincién de 
Herovici. Aumento 126 (columna izquierda) y 500X (columna derecha). 
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Figura 11. Fotografias de Inmunofluorescencia de las heridas en piel de rata diabética a 
los dos dias de realizada la herida. Las proteinas que se marcaron fueron fibronectina 
(FN), colagena tipo I (Col ]) y tipo II (Col II). Aumento 100X.
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Figura 12. Fotografias de Inmunofluorescencia de las heridas en piel de rata diabética a 

5 dias de realizadas las heridas. Aumento 100X.
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Figura 13. Fotografias de Inmunofluorescencia de las heridas en piel de rata diabética a 
10 dias de realizadas las heridas. Aumento 100X.
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Figura 14. Fotografias de Inmunofluorescencia de las heridas en piel de rata diabética a 
21 dias de realizadas las heridas. Aumento 100X.
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Figura 15. Grafica de resistencia de las heridas en el dorso de las ratas diabéticas a 

diferentes dias de realizadas las heridas y al aplicdrseles una fuerza de tensi6én en 
mmHg. Los circulos corresponden a las heridas experimentales y los tridngulos a las 
heridas testigo.



DISCUSION 

Es bien conocido que en la 
reparacion de las heridas, intervienen un 
sinnimero de factores complejos y 
dindmicos, los cuales realizan los procesos 
de degradacién y sintesis. Para su estudio, 

el proceso reparativo de una herida se ha 
dividido en tres fases: Inflamacién, Tejido 
de Granulacién y Remodelacién (Clark et 
al., 1996), con lo anterior se ha podido tener 

un conocimiento mas detallado de los 
factores intrinsecos y extrinsecos que en su 

momento intervienen en la cicatrizacién; 

con ello también se ha buscado la forma de 
observar de qué forma afectan los farmacos 
cuando se aplican en las _heridas 
inmediatamente o durante los procesos de 
cicatrizacién. Parte de estos estudios es la 
aplicaci6én de la mezcla PEG-DMSO en ratas 
normales y se realizaron  estudios 
histolégicos e irmuflorescencias. Se ha 
observado a las 24 horas de haber hecho la 
herida, las heridas tratadas con PEG no 

presentan tejido de granulaci6n o se reduce 
de manera considerable, no se manifiesta 

una respuesta inflamatoria aparente, la 
epidermis se encuentra anatémicamente 

semejante a la piel normal y los anexos 
cut4neos estén presentes en las regiones 
cercanas a la herida. A diferencia de la 
control, en la que a los cuatro dias el tejido 

de granulacién es conspicuo. Ya a los 14 
dias la herida experimental muestra un 
aspecto muy cercano ai normal, no hay 
fibrosis y la estructura de las fibras de 
col4gena es en _ pequefios bloques 
condensados y entrecruzados como se 
observa en la piel normal, mientras que en 
las heridas testigo las fibras de colagena son 
uniformes y se encuentran paralelas a la 
epidermis. Las pruebas de_ resistencia 
realizadas en ratas normales mostraron que 
las heridas tratadas con PEG son més 
resistentes al aplicar una fuerza de tensi6n; 
a los 7 dias, las heridas experimentales se 

separan a los 340mm de Hg, mientras que 
las heridas testigo se separan a los 250mm 
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de Hg + DS. Se comprobé que la fuerza de 
tensi6n es mayor en las _heridas 
experimentales que en las heridas testigo, lo 
que corrobora lo observado en _ las 
histologias; estos resultados fueron motivo 

para realizar pruebas de 
inmunofluorescencia. con anticuerpos 

especificos y obtener evidencia de el efecto 
del PEG a nivel de tejido, célula o 

subcelular. De tales pruebas se obtuvo que 
en tiempos de 12 a 72 horas, las respuestas 

de colagena I y IH y de laminina, no son 
significativas, ya que no se observa marca 
ni en las heridas experimentales ni en las 
control, en cambio, la respuesta de 

fibronectina es muy evidente de manera 
que se observa una marcada diferencia 
entre experimentales y controles desde las 
primeras horas de la prueba (12 horas); a las 
72 horas se observ6 ademas que en la zona 
de la herida se incrementé la presencia de 
fibronectina lo que influye en gran medida 
para la migracién de células hacia la zona 
de la herida (Greiling et al., 1997). 

De este estudio en ratas normales se 
concluyé que la estructuracién de la herida 
tratada con PEG es mas rapida y consistente 
de manera que en las ratas a los cinco dias 
la herida est4 prdcticamente  rcsuelta 
(Guerrero Padilla 1994). 

En el caso de nuestro estudio en 
ratas diabéticas, el primer objetivo se 
cumplié al permanecer la hiperglucemia en 
las ratas después de la dosis de 
estreptozotocina. La hiperglucemia 
permanecié durante todo el experimento, 
los animales alcanzaron niveles de glucosa 
en sangre arriba de los 400 mg/dl, 300 mg 
mas que el nivel normal (Mordeers et al., 

1981). A pesar de que se considera a la 
estreptozotocina como un inductor de la 

diabetes, decidimos monitorear el peso 
corporal de las ratas, otro pardmetro 
indicativo del padecimiento. Se observé que 
a los 20 dias de la induccién de la diabetes 
las ratas tienen la mitad del peso inicial, 
siendo que las ratas se encuentran en etapa 
de crecimiento (8 semanas); esta pérdida de



  

peso es otro indicador de que las ratas estén 
en un estado diabético, aunado a esto, se 

observé poliuria, polifagia y polidipsia en el 
cuidado cotidiano de los animales. 

En cuanto a nuestros estudios en 

cicatrices de ratas diabéticas, las histologias 
muestran una mejor resolucién tanto a nivel 
celular como a nivel de matriz extracelular. 
La epidermis se muestra de aspecto mas 
cercano al normal, contrariamente a la que 

se observa en las heridas testigo, su 
epidermis es de mayor grosor; y como se 
observé en los estudios en ratas normales, 

las fibras de  matriz  extracelular, 

principalmente col4gena, muestran una 

estructura de tipo normal, ademas el 
infiltrado celular es mucho menor. A los 21 
dias la herida experimental tiene menor 
fibrosis y mayor proporcién de colagena 
bien estructurada como se observa en las 

tinciones de Herovici a mayor aumento. 
Estos resultados se corroboran con las 
inmunohistoquimicas, en donde = se 

analizaron tres diferentes proteinas de 

matriz extracelular y que son indicativos de 
la evolucién de la cicatrizacién. Se puede 
comprobar que la col4gena tipo I aparece 
antes y en mayor proporcién en las heridas 
experimentales, lo que implica maduracién 
de la herida; asi como también es evidente 

que los tres tipos de proteinas analizados se 
presentan con anticipacién en las heridas 
con PEG. Como ya se ha mencionado, la 

presencia temprana de fibronectina favorece 
el flujo de células a la herida, asi como el 

depésito de cold4gena, la opzonizacién y 
quimiotaxis durante el proceso cicatrizal 
(Grinnell et al., 1981). 

En general se puede observar que a 

cualquier dia de analizadas las heridas, las 

heridas experimentales muestran una mejor 

resoluci6n. 
Finalmente, las pruebas de tension 

muestran que la resistencia de las heridas 

experimentales es mayor que las heridas 

testigo, lo que se explica con la orientacién 

de Jas fibras de matriz extracelular y el tipo 

de colgena depositado en Ja herida. Estos 

resultados nos llevan a pensar que el PEG 
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acelera el proceso cicatrizal en la piel de las 
ratas diabéticas, inclusive comparable con la 

cicatrizaci6n en ratas normales. 
La discusién en cuanto a la accién 

del PEG en la cicatrizaci6n es ain muy 
amplia ya que no existen otros estudios en 
donde se analice el efecto del PEG en la 
cicatrizacién, ademas, la patologia que se 
presenta en la diabetes tiene muchas 
consecuencias en el proceso cicatrizal. 
Hemos visto que el PEG al momento de 
aplicarlo es vasodilatador, lo que provee a 
la herida un namero considerable de células 
que normalmente en la diabetes tardarian 
mas en llegar por las complicaciones de la 
microangiopatia; esto, no solo ayuda a 
acelerar e] proceso de cicatrizacién, sino que 
también mantiene a la herida con menor 
namero de agentes extrafios (Clark et al, 

1996). También se ha propuesto que el PEG 
actia como cementante, en primer lugar a 
nivel de la epidermis, lo que facilitaria el 
proceso de mensajes que se desencadena a 
partir de la unién de las células que 
previamente sufrieron una ruptura en sus 

desmosomas como se explicd en la 
introducci6n (Hatz et al, 1994). Otra 
hipétesis que nos ayuda a entender el efecto 
del PEG, es que si actia como cementante, 

el proceso reparativo ya no tendria que 

rellenar huecos, sino tendria que resolver la 
herida en un espacio mas reducido, con 
menor ntiimero de células y menor nimero 
de proteinas, lo que facilitaria también una 
reestructuraci6n de las fibras de matriz 
extracelular con aspecto muy cercano al 
normal. 

Estamos, de alguna manera, 
forzando a la herida a que cierre al 

momento de suturar y nos valemos de un 
medio fisico (suturas) y un medio quimico 
(PEG) que no permanece mucho tiempo en 

la herida, ya que el mismo proceso cicatrizal 

se encarga de limpiar el resto de PEG. 
En conjunto, esto explicaria porqué 

el proceso cicatrizal es mas rapido 
aplicando el PEG, esto es, porqué aparecen 

proteinas de matriz extracelular en menor 
tiempo en las_heridas experimentales, 

 



porqué la epidermis muestra un aspecto 

mas normal y porqué las heridas con PEG 
son més resistentes al aplicdrseles una 
fuerza de tensién. 

PERSPECTIVAS 

Los resultados que se muestran en 
este trabajo sugieren que la aplicacién 
tépica del PEG en las heridas de tipo 
quirargico en piel de ratas diabéticas, 
acelera el proceso cicatrizal influyendo en el 
depésito de las proteinas que participan en 
el proceso reparativo, la resolucién de la 
herida y la_ resistencia. Un estudio 
importante, seria aplicar el PEG tritiado en 
animales vivos para conocer su destino en 
la piel y su acci6én como cementante. Es 
importante conocer el mecanismo de accién 
del polietilenglicol, por lo que este estudio 
da la pauta para una investigacién mas 
profunda a nivel molecular y facilitar la 
aplicaci6n del PEG en personas que 
padecen la diabetes. Las _ principales 
moléculas que se estudiarian serian factores 

de crecimiento como el PDGF, TGF-B y 
FGF, ya que son estos los que participan 
fuertemente en el depdsito de matriz 
extracelular y son mitégenos para tipos 
celulares ampliamente activos en la 
reparacién. También es de importancia el 
estudio de las integrinas que se presentan a 
lo largo de la cicatrizacién, para estudiar la 

adherencia entre la matriz extracelular y los 
diferentes tipos celulares. 
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