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Resumen

Se utilizaron 60 ratas Wistar, que fueron evaluadas a los
15, 30 y 45 dias después de la cirugia.
Sequitéuncuadrodepiel del lomo del animal, removiendo
laepidermisy la dermishasta alcanzar |la fascia muscular
donde se aplicé el material de experimentacion. Se usd
Nitrofurazona como control positivo y ningin material
como control negativo. Los materiales a probar fueron
fosfatosdealuminio alosque se agregé: 0.55% en peso de
Zny 0.30% en peso de Ca(OH), siendo este €l material A,
y 0.55% en peso de Zn y 0.66% en peso de Ca(OH), €
material B. Setrataron cinco ratas con cada material.
Los objetivos del trabajo fueron la obtencion de las
cerdmicas a probar y la evaluacion de su efecto sobre €l
proceso de cicatrizacién de piel deratas.

Los material es obtenidos fueron caracterizados con DRX.
Estudioshi stopatol 6gi cosprobar onquel osmej or esprocesos
de cicatrizacion de la piel se observaron en las ratas
tratadas con el material A. El uso de las cerdmicas AIPO
para cicatrizacion de piel no ha sido reportado antes.

Palabras clave: Curacion de heridas, dermis, cicatrices,
compuestos de aluminio, MSHIM: G4.185.753.891+,
A1.835.180+, A10.165.775.300, D1.56+

Introduccion

Debido a la cantidad de eventos en donde la piel esta
sujeta a heridas o alteraciones de su integridad, como
quemaduras, abrasiones, contusiones, laceraciones,
punciones, etcétera, ha sido de gran importancia el
estudio de medicamentos o materiales que ayudenensu
reparacion.! Porloanteriory porque algunas enfermedades
alteranlacicatrizacion de la piel, es de interés el desarrollo
de materiales que promuevanlacicatrizaciony ayudenen
la reparacion del tejido faltante.

Summary

Sxty female Wistar rats were employed and divided into
three experimental groups of 20 rats each. Groups were
evaluated at 15, 30, and the last at 45 days after surgery.
Each group wasdivided into four setsof fiveratseach. All
rats were subjected to surgery; anincision of 2 x 2cmwas
done on the back of each animal, removing tissue until
reaching muscular fascia, wherethe material wasapplied.
Nitro-furazone was employed as positive control. Test
materials were AIPO added with 0.55% wt of Zn; 0.30%
wt of Ca(OH), and AIPO added with 0.55% wt of Zn and
0.66% wt of Ca(OH),. Finally, as negative control no
material was used. The object of thiswork was in the first
place obtension of test materials and to evaluate the
healing skin processin rats using AIPO enriched with Zn
and Ca(OH),; asindicated previoudly.

Obtained materials were characterized employing XRD.
Histologic studiestested showed that best healing process
of dermal tissue corresponded to rats treated with AIPO
added with 0.55% wt of Zn and 0.30% wt of Ca(OH),. Use
of AIPO ceramics to repair skin has not been reported
previously.

Key words: Wound healing, dermis, scars, aluminium
compounds MSHIM: G4.185.753.891+, A1.835.180+,
A10.165.775.300, D1.56+

Debido a la importancia que tiene un proceso de
cicatrizacidonrapidoy eficiente, se hanrealizado numerosos
estudios para encontraragentes que acelereny mejoren
este proceso.?® En este trabajo se presenta el proceso de
preparacion de aluminofosfatos enriquecidos con Cay Zn
(ceramicas); también se presentan los efectos de la
aplicacion de las ceramicas elaboradas en heridas
producidas en ratas Wistar, sobre la cicatrizacion de su
piel. Cabe aclarar que la aplicacion de estas ceramicas
como ayuda en la cicatrizacién de la piel no se ha
reportado con anterioridad.
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Estas ceramicas son aluminofosfatos hidratados que
tienen en su estructura cavidades que pueden ser
ocupadas porlosionesde CayZn,'°las cualesjueganun
papel importante en la cicatrizacion de la piel y tienen un
efecto evidente enlarapidareepitelizacion, enlaformacion
del tejido de granulacion y proveen un mejor proceso de
cicatrizacion deltejido, ademas de estimular el crecimiento
de pelo normal.

Importancia del calcio y zinc en el proceso de
cicatrizacion

Calcio

El calcio juega un papelimportante en la regulaciéon de la
diferenciacion celulary descamacioén de los queratinocitos
epidérmicos?y cumple una funcién clave enlaregulacion
y coordinacién deladiferenciacién terminal de las células,
es percusor de varios eventos terminales asociados con
el estrato corneo (EC).

Otras evidencias apoyan la importancia del calcio en
la regulacién de la diferenciaciéon epidérmica y la
descamacion.®*ElCatambién estainvolucrado enlafor-
macion de las capaslipidas. También se ha sugerido que
el calcio puede estar involucrado en un mecanismo de
proteccidn de corneosomas (desmosomas modificados)
en contra de la protedlisis prematuray enlainhibicion de
enzimas proteoliticas involucradas en la descamacion.’

Zinc

El zinc es el segundo metal mas abundante en el cuerpo
humano y se encuentra presente en todas las células y
secreciones del cuerpo. La concentracion en sangre del
zincenunhumano adultovade 90a 130 mg/mLy de ésta
20% del total se encuentralocalizado en la piel, enforma
de metaloproteinas.' El zinc forma parte de mas de 70
metaloproteinas presentes en el organismo, polimerasas
de DNAyRNA, transcriptasas reversas, proteasasy mas
de 300 proteinas que tienen un papel central en la
reconstruccion de lapiel lesionada.'"'? El zinc es esencial
para la actividad de muchas enzimas involucradas en la
sintesis de proteinas y lipidos. Se ha sugerido que
funciona como inactivador del sistema enzimatico de las
bacterias.'

Se ha reportado que las concentraciones de zinc
cambian dependiendo del proceso de cicatrizacion de la
herida. Estudios experimentales muestran que las
concentraciones de zinc en los margenes de las heridas
son 15-20 % mas altos que en el resto de la piel, este
incremento es suministrado por el zinc en el plasma.
También se ha demostrado que la administracion topica

de zinc reduce la fase inicial de la hemorragia de una
herida en piel y promueve el crecimiento tanto de la piel
dafiada comodel pelo."?Elzinc es utilizado para promover
la cicatrizacion de las heridas.

Sinlosniveles adecuados de zinc, las células epiteliales
y los fibroblastos pueden migrar normalmente, pero no
pueden reproducirse, en esas condiciones no hay
epitelizacion y la sintesis de colagena es inadecuada
para mantener la curacion de la herida. Ademas, el zinc
estabiliza las membranas celulares y los lisosomas,
altos niveles de zinc pueden inhibir la fagocitosis e
interferir en el entrecruzamiento de la colagena.

Laadministraciontépica de zinc apacientes con bajos
niveles del mismo en sangre y en los tejidos puede
restablecer una curacion normal de las heridas, pero la
administracion de zinc a pacientes con niveles normales
de este elementonoaceleralacuraciondelas heridas. La
administracion de Zn puede hacerse en forma de pasta,
crema o como emoliente, entre otras.™

Materiales y Métodos

Obtencion de las ceramicas aluminofosfatos
enriquecidos con Cay Zn

El proceso de obtencion de las ceramicas consiste en
hacerdos soluciones, laprimeraesunasolucidonde 72 mL
de agua deionizada con 0.182 mol de Al,O, (alimina), y
la segunda consiste en 72 mL de agua deionizada con
28.60 ml de H,PO, (acido fosférico) y 0.016 mol de
ZnS0,-H,0 (sulfato de zinc hidratado). Ambas soluciones
se mezclany se afiade Ca(OH), (hidroxido de calcio) en
cantidades especificas previamente determinadas. ElpH
se ajusta entre 1.5 y 4.0 usando (HOCH,CH,),N
(trietanolamina). Se les da un tratamiento hidrotérmico a
110°C y finalmente se secan las ceramicas obtenidas a
80°C."

Cuando se agregd 0.55% en peso de Zny 0.30% en
peso de Ca(OH), el material se identifico como Ay si la
cantidad de Ca(OH), cambia a 0.66% en peso y se
mantiene la de 0.55% en peso de Zn se denomind
material B.

Las ceramicas fueron caracterizadas mediante
Difraccién de Rayos X, se midio la densidad con un
picnémetro.

Pruebas In vivo
Se usaron 60 ratas Wistar hembras, sanas, de
aproximadamente 250 g de peso. Fueron divididas en

cuatro grupos de 15ratas cada uno. A las ratas del primer
grupo se lestratd con Nitrofurazona (5-nitro-2-furaldehido-
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semicarbazona) que fue utilizada como control positivo;
las ratas del segundo grupo fueron tratadas con el
material A y a las del tercero con el material B, estos
materiales fueron mezclados con petrolato puro como
vehiculo dérmico para evitar que los animales se lo
removieran dellomo; al ultimo grupo de ratas se le dejé sin
medicamento, como control negativo.

Las ratas fueron preparadas 5 dias antes de la
cirugia, después de los cuales se realiz6 una incision
en el lomo de los animales de 2x2 cm removiendo la
dermis, la epidermis y la fascia lata. Se aplicé el
material en la herida, cada 24 horas. Cinco ratas de
cada grupo fueron sacrificadasalos 15,alos 30y alos
45 dias después de la cirugia obteniéndose el tejido
regenerado para su estudio histolégico, el objetivo fue
comparar los procesos de curacion provocados por los
diferentes materiales.

Cirugia

Se us6 anestesia intraperitoneal, la dosis se calcul6 de

acuerdo con el peso del animal. Se prepard para cirugia

un cuadrado de 2x2 cm, el cual se limpid, se rasurd, se

desinfectd y se marcé con tinta indeleble. Se realizé una

incision de 2-3 mm de profundidad hasta alcanzar la

fascia muscular. La piel y la fascia muscular fueron

removidas y el tratamiento respectivo fue administrado,

(Figura 1). Después de la cirugia los animales fueron

mantenidos en bioterio con libre acceso aaguay comida.
Durante el proceso de curacion se registraron variables

que ofreceninformacionimportante sobre la evolucion del

proceso de cicatrizacion de la piel. Los factores analizados

durante el periodo de curacion fueron los marcados por

los estandares internacionales de la ASTM: 16

a) Secrecion

b) Infeccion

c) Formaciéndeedema

d) Presenciade pelo

e) Formaciénde eritemas

Al final de cada periodo de evaluacion los animales
fueron sacrificados y el area dela piel regeneradade cada
rata fue preparada para su estudio histologico. Los tejidos
fueronfijados en buffer de fosfato e incluidos en parafina.
Se cortaron secciones transversales de los tejidos de 5
mm y se usaron Hematoxilina-Eosina y Tricrémica de
Masoén para tefirlos.

Se estudiaron cinco campos al azar de cada rata por
microscopia Optica con una amplificacion de 400x. Cada
campo fue dividido en superficies de 10x10 mm, en cada
caso se obtuvieron seis cuadros por campo, en total se
analizaron mas de 600 campos bioldgicos. Los estudios
hechos fueron:

Gac Méd Méx Vol. 140 No. 1, 2004

PifiaBarbaMC, y cols.

a) Analisis estructural

b) Analisis morfométrico

¢) Medida del grueso del estrato cérneo y de la capa
epidérmica

d) Conteo de varios tipos celulares en cada campo

e) Conteo de capilares por campo

Resultados y discusion
Materiales obtenidos

Las ceramicas obtenidas fueron caracterizadas con
difraccion de rayos X. Los materiales resultantes fueron
identificados como AIPO, ofosfato de aluminio, AIPO-2H,0
ovariscita, CaP,0,, ofosfato de calcio, Cazn,(PO,),-2H,0
oscholzitay ZnHPO,.2H,0 ofosfito de hidrégeno hidratado
para el material Ay AIPO,, AIPO-H,O o alumino fosfato
hidratado, CaP,O,, ofosfato de calcio, CaZn,(PO,),-2H,0
o scholzita, para el material B.™ Se encontré que el pH
influye en la formacién de material cristalino, la mayor
relacion de material cristalino/amorfo corresponde a un
pH de 3.0. La densidad medida con picnémetro para el
material Afue de 2.16 +0.06 g/cm?, para el material Bfue
de 2.22 + 0.03 g/cm3.

Resultados experimentales

El cuadro | muestra el comportamiento de las variables
consideradas a 15, 30y 45 dias después de la cirugia. Se
muestra que hay una secrecion moderada que tiende a
decrecerconeltiempo. Estoocurre paratodoslos animales,
sin embargo en el caso del material B la presencia de una
secrecién moderada permanecio por mas tiempo.

Unfactordesfavorable parala curaciondelaheridaes
la presencia de infeccion, porque puede provocar que se
haga lenta o que se detenga la curacion, no se presento
infeccion en ninguno de los animales del estudio.

El procesoinflamatorio fue moderado paracada grupo
durante 506 diasy disminuyd con el tiempo a excepcion
del grupo control en el que perdurd unos dias mas.

Laaparicién del pelo se observé primeramente enlas
ratastratadas con el material A, seguidas porlas tratadas
con el material B, dias después se presento en los otros
dos grupos.

El edema fue grave durante los tres primeros dias en
animales provistos con el material B. Para los otros
animales el edemafue moderado hasta el sextodia, luego
decrecio con el tiempo. Fueron las ratas tratadas con el
material A a las que les duré menos tiempo el edema.

Las ratas tratadas con el material A presentaron un
eritemaleve alrededor del area de la herida mientras que
para los demas animales el eritema fue muy marcado.
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El cuadro Il muestra los resultados del grueso de la
epidermis en los diferentes periodos de evaluacién: 15,
30y 45dias. Se observd que la capa epidérmica fue mas
gruesa durante las primeras semanas, y que disminuyd

con el tiempo, esta capa fue mas gruesa en los animales
tratados con el material B; el grupo control presentd la
epidermis mas delgada. En todos los animales
experimentales el estrato corneo mostré unatendenciaa

4 N\
Cuadro I. Comportamiento de las variables clinicas consideradas a 15, 30 y 45 dias después de la cirugia
Variable clinica Tiempode Lote Lote Lote Lote
evaluacion Control Furazina ALPO + Ca? ALPO + Ca?
(dias) (0.5%) (1.1%)
Secrecion 15 M M M M
30 M M M M
45 M M M M
Infeccion 15 A A A A
30 A A A A
45 A A A A
Edema 15 M M M M
30 M M M S
45 M M M M
Presenciade pelo 15 A A 14 A
30 16 16 13 15
45 16 17 14 14
Eritema 15 C C C C
30 D D A D
45 D D A D
Curacion completa
delaherida 15 15-17 15-17 12-13 12-13
30 15-17 15-17 12-13 12-13
S 45 15-17 15-17 12-13 12-13 )
M= Moderada, A= Ausente, C= Presencia de costra, D= Definiday L=Leve.
(" Cuadro Il. Muestra los resultados del grosor de la epidermis para los diferentes periodos de evaluacién: 15, 30y 45 dias )
Tiempode Lote Control Lote Lote Lote
evaluacion (um) Furazina ALPO +Ca?* ALPO +Ca?*
(um) (0.5%) (um) (1.1%) (um)
15dias 249.8+63.1 381.2+191.1 338.8+79.7 448.4+98.4
30dias 205.6+78.9 190.2+115.8 143.4+30.2 173.2+37.2
9 45dias 97.0+23.2 82.0+5.6 115.4+25.9 138.8+36.5 )
(" Cuadro lll. Muestra el grosor del estrato cérneo, en todos los animales experimentales el estrato corneo mostré una A
tendenciaadecrecer
Tiempode Lote Control Lote Lote Lote
evaluacion (um) Furazina ALPO +Ca?* ALPO +Ca?*
(um) (0.5%) set (um) (1.1%) set (um)
15dias 27.6+7.2 27.2+4.3 36.8+4.8 40.4+6.0
30dias 26.0+4.6 19.0+8.3 20.8+7.0 35.2+12.7
S 45dias 20.2+9.0 16.2+3.3 22.8+6.8 22.4+11.8 )
10 Gac Méd Méx Vol. 140 No. 1, 2004




decrecer, (Cuadro ). El estrato cérneo que presentd el
menor grosor fue el correspondiente al grupo tratado con
Nitrofurazona mientras que el més grueso fue para las
ratastratadas con elmaterial B. Elproceso de cicatrizacion
fue de segunda intencién para todos los animales.

Figura 1. Se muestra la zona de piel del lomo de la rata y la fascia
muscular que fueron removidas, lugar donde se administré el
tratamiento especifico.

Pifia-BarbaMC, y cols.

Resultados histolégicos

En la figura 2 se muestra la cicatrizacion de la piel de las
ratas 15 dias después de realizada la cirugia, se marco
elgrupo al que pertenecen como: A para el grupo tratado
conelmaterial A, B corresponde altratado con el material
B, C al grupo control y D al tratado con Nitrofurazona.
Se observa la migracion de las células epiteliales por
debajo de la costra aumentando el grosor de la capa
epidérmica, la cual se desplaza hacia la zona de dano
para culminar el proceso de reepitelizacion. Este proceso
fue mas rapido en A, B'y C que en D. Por debajo del
epitelio en migracién y la costra se observa la capa
dérmica con gran cantidad de infiltrado celular y capilar
formando el tejido de granulacion. Los fibroblastos en
esta zona se encuentran en una fase de sintesis de
colagenaparallevara cabo el proceso de reparacion, se
observa una vascularizacion muy marcadaen A, By C,
mientras en D se observa una escasa vascularizacion.
En la figura 3 se muestran las fotografias tomadas a
los 30 dias de cicatrizacion. En todas existe una
reepitelizacion completa. En A se observa que el grosor
delacapaepidérmica es mas gruesaen comparacioncon
la capa epidérmica de los lotes B, C y D. Debajo de la

Figura 2. Fotografias del estudio histoldgico correspondientes alos 15 dias de cicatrizacién. A corresponde ala muestra tratada con el material
A, B alamuestra tratada con el material B, C corresponde a la muestra control y D corresponde a la muestra tratada con Nitrofurazona.

Gac Méd Méx Vol. 140 No. 1, 2004

11




Ceramicasmexicanasparacicatrizaciondepiel

epidermis se observala presencia deltejido de granulacion
en todos los grupoes, aunque fue mayor los 15 dias de
OOcicatrizacién. El area ocupada por el tejido de
granulaciéonen CyD esmenorque enAyB. Entodoslos
casos hay una gran cantidad de vasos sanguineos. En A
se observa una migracion deltejido subcuténeo junto con
algunos foliculos pilosos.

En la figura 4 se muestran las fotografias tomadas a
los 45 dias de cicatrizacion. Para todos los lotes se ob-
serva el término del proceso de cicatrizacion, en C se
observa que la parte inferior del epitelio recién formado
presenta undesarrollo haciala profundidad, invadiendoel
tejido conectivo subyacente. Con respecto a la capa
dérmica, se observaen Cy D que ladensidad de foliculos
pilosos es baja, que en sumayoriano tienen laformacion
del tejido adiposo que conforma el complejo. En Ay Bla
densidad de los foliculos pilosos es muy altay tienen una
gran cantidad de glandulas sebaceas. Los foliculos sélo
se observan en Ay B.

En todos los grupos se observa la capa de tejido
adiposo, en D hay gran cantidad de fibras de colagena
infiltradas. En este grupo esta capa es mas delgada que
en los otros lotes. En la capa de tejido subcutéaneo hay
una gran cantidad de foliculos pilosos caracteristicos de

esta zona; sinembargo, en A, C,y D no hay presencia de
foliculos pilosos. Més abajo se observan algunas fibras
de tejido laxo junto con algunas fibras de tejido muscular
en A, B,y C.

Comportamiento celular

Unavezterminado el proceso de coagulacion se presentan
los diferentes tipos de leucocitos en secuencia ordenada.
Las primeras células que se presentan son los neutrdéfilos
polimorfonucleares (granulocitos) y los monocitos
sanguineos. Los neutrdfilos aparecen durante las primeras
horas después de producida la herida, éstos migran por
quimiotaxis desde el tejido no dafado adyacente al sitio
danado y permanecen en grandes cantidades por dos a
tres dias aproximadamente, después su numero
disminuye. Lafuncion que desempenan eslade remover
los detritus celulares y los elementos del coagulo.

La gréfica 1 muestra la densidad poblacional de los
neutrdfilos alos tres diferentes tiempos de cicatrizacion 15,
30 y 45 dias. Para todos los grupos se observa una
tendenciaenladisminuciénde neutrdfilos conforme aumenta
el tiempo de cicatrizacion. A los 15 dias se observa una

Figura 3. Fotografias del estudio histolégico a los 30 dias de cicatrizacion de la herida. A corresponde a la muestra tratada con el material
A, B alamuestra tratada con el material B, C corresponde a la muestra control y D corresponde a la muestra tratada con Nitrofurazona.
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Figura 4. Fotografias del estudio histolégico de las muestras correspondientes a los 45 dias de cicatrizacién. A corresponde a la muestra
tratada con el material A, B ala muestra tratada con el material B, C corresponde a la muestra control y D corresponde a la muestra tratada

con Nitrofurazona.

poblacion de neutrdfilos mas alta en el grupo tratado con
Nitrofurazona, seguido de una poblacién menorenel grupo
tratado con el material A, seguida, a su vez, del grupo
control. Lapoblacién muestraunatendenciaaladisminucion
alos 30y 45dias de cicatrizacion donde la poblacion celular
ya es muy baja. Las medias poblacionales de los lotes en
los tres tiempos de cicatrizacion analizadas mediante
ANOVA mostraron diferencias significativas (P<0.05).

En la gréfica 2, se observa que a los 15 dias de
cicatrizacion paralos grupos control, tratado con Nitrofurazona
y tratado con el material B, la poblacion de macréfagos no
tiene un comportamiento definido conforme avanza el
tiempo de cicatrizacion, solo el grupo de Nitrofurazona
muestra una tendencia a la disminucion de esta poblacién
celularcomo ocurre en procesos normales de cicatrizacion.

En la grafica 3 se muestra el comportamiento
poblacional de los fibroblastos que tienden a disminuir
coneltiempo, al aplicar la prueba estadistica se encontrd
que hubo diferencia significativa entre los cuatro grupos.

El comportamiento de la poblacion de linfocitos se
muestra en la gréafica 4, no fue definido en el tiempo. No
se encontré ninguna diferencia significativa entre los
distintos tiempos de cada grupo.
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Gréfica 1. Densidad poblacional de neutréfilosa 15,30y 45 dias de
cicatrizacion.

Conclusiones
De los resultados mencionados arriba podemos concluir

que los materiales probados en este trabajo no causaron
toxicidad, intolerancia, infeccion, una mayor inflamacion
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Gréfica 2. Densidad poblacional de macréfagos en los diferentes
periodos de experimentacion.
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Gréafica 3. Comportamiento poblacional de los fibroblastos alos 15,
30y 45 dias de experimentacion.
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Gréfica 4. Densidad de poblacién de linfocitos después de lacirugia,
durante los diferentes periodos de prueba.
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o algun otro tipo de dafio a los animales. Las ceramicas
de AIPO obtenidas en ellaboratorio, enriquecidas conZn
0Oy Ca(OH),mejoraron la cicatrizacion de la piel cuando se
compararon con Nitrofurazona o con no colocar ningun
medicamento. La cicatrizacion de la piel es mas rapiday
presenta mejor arreglo de las fibras de colagena cuando
se empled el material A, ademas de presentarse un
crecimiento normal de pelo y una cicatriz menos visible,
en comparacion con los otros materiales empleados. La
cicatrizacion de la piel fue mejor en segundo lugar,
cuando se empleé el material B.

En este trabajo se encontré que el uso de AIPO
enriquecido con Zn acelerd el proceso de cicatrizacion de
piel, que al regenerarse se obtiene de mejor calidad,
ademas se encontrd que también promovio el crecimiento
de pelo.
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