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Resumen

Con el objetivo de poder estudiar el proceso de cicatrizacion en
sus primeras fases y las alteraciones producidas en el mismo por
diferentes tratamientos, hemos utilizado a 23 conejos de Nueva
Zelanda de ambos sexos y de pesos comprendidos entre 2.000 y
2.500 g, divididos en tres series. La primera serie (n = 9) se ha
utilizado para la eleccion del dia éptimo de estudio, sacrificando a
los animales en grupos de tres los dias 5, 7 y 10. La segunda serie
(n = 7) se ha utilizado para el estudio de la linea alba normal, y la
tercera (n = 7) para el estudio de las cicatrices producidas sobre
la linea alba. Se han cuantificado la densidad fibroblistica del
tejido (linea alba 26,66 y cicatriz 13,16; p = 0,0003), el porcentaje
de drea histica ocupada por vasos (alba, 0,404 y cicatriz 3,436;
p = 0,0003) y el indice de reduplicacién de los fibroblastos (alba
10,29 y cicatriz 21,80; p = 0,018). Asi mismo se ha cuantificado la
resistencia tensional de las cicatrices. Todas las determinaciones
sobre las cicatrices se han realizado al séptimo dia de producida la
lesion. Se concluye que el modelo propuesto es adecuado para el
estudio del proceso de cicatrizacion en sus primeras fases (dia 7),
en especial en referencia a la participacion fibroblistica en las
mismas.

Palabras clave: Cicatrizacion. Resistencia tensional. Fibroblas-
tos. Vascularizacion. ADN.

METHODOLOGY FOR THE STUDY OF THE FIRST
PHASES IN THE PROCESS OF WOUND HEALING.
RESULTS IN WOUND HEALING CONTROL

With the aim of studying the process of wound healing in its
first phase and the alterations produced in the same by different
treatments, 23 New Zealand rabbits of both sexes, weighing
between 2000-2500 g and divided into 3 series were used. The
first series (n = 9) was used to elect the prime study day, sacrifi-
cing the animals in groups of 3 at the fifth, seventh and tenth day.
The second series (n = 7) was used to study the normal alba line
and the third series (n = 7) to study the healing produced over the
alba line. The fibroblastic density of the tissue (alba line 26.66
and healing 13.16; p = 0.0003), the percentatge of tissue area
occupied by vessels (alba 0.404 and healing 3.436; p = 0.0003)
and the rate of fibroblast reduplication (alba 10.29 and healing
21.80; p = 0.018) were quantified. The tensile strength of the
healing was also quantified. All the determinations on wound
healing were carried out the seventh day after production of the
lesion. It is concluded that the model proposed is adequate for
studying the first phases in the process of wound healing (7th
day) specially with respect to the fibroblastic participation in the
same.

Key words: Woung healing. Tensile strength. Fibroblasts.
Vascularization. DNA.

Introduccion

La cicatrizacién de las heridas representa una serie integrada
y altamente diferenciada de acontecimientos fisioldgicos y bio-
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quimicos que tienen lugar de forma exclusiva en organismos
completos.

Estos mecanismos que configuran el proceso de cicatrizacion
se elaboran de manera progresiva en distintas fases y etapas
perfectamente controladas e imbricadas entre si, lo que s6lo es
posible mediante una absoluta interrelacion de los diferentes
estadios evolutivos, asi como por la presencia de diversos servo-
mcecanismos reguladores de éstos.

De una manera muy esquemdtica, tras producirse la herida se
produce una respuesta inflamatoria que permite, induce y mo-
dula la proliferacidn vascular y fibroblastica. Tras estos fendme-
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nos proliferativos tiene lugar la sintesis y maduracidn del coldge-
no que proporciona la resistencia a la traccién propia de la
cicatriz.

Los diferentes trabajos consultados evalian los efectos de los
distintos tratamientos en el periodo final de este proceso, es
decir, se mide el depdsito de hidroxiprolina'™ y la resistencia
tensional de la cicatriz*®. Pricticamente no hemos encontrado
estudios que midan las alteraciones de la cicatrizacién en sus
primeras fases.

El objetivo del presente trabajo es aportar una metodologia
que permite estudiar las alteraciones producidas en el proceso
cicatrizal por los distintos tratamientos que se quieran emplear
en las primeras fases de la cicatrizacién (dia 7).

Material y métodos

Se han utilizado 23 conejos de Nueva Zelanda, machos y
hembras, con pesos comprendidos entre 2 y 2,5 kg, proporciona-
dos por el animalario de la Universidad del Pais Vasco (UPV).
La primera serie (n = 9) se utilizo para elegir el dia de estudio de
la cicatriz; la segunda serie (n = 7) se destind al estudio de la
linea alba normal y en la tercera (n = 7), se estudiaron los
diferentes pardmetros en cicatrices de la linea alba.

Los animales fueron premedicados con Combelén® (0,10 ml/
kg i.m.). La anestesia se indujo con Ketamina® (50 mg/kg i.m.)y
diazepam (2,5 mg/kg i.m., hasta un mdximo de 5 mg). Tras
practicar una pequefa incisién laparotémica de aproximada-
mente 4 cm de longitud, la pared abdominal se suturé con
sutura continua de Vitalon 3/0 (How Medica Inc.). La piel se
suturd con sutura continua de seda 3/0. Posteriormente los
animales permanecieron en sus jaulas con libre acceso al pienso
y al agua.

De la primera serie, tres animales fueron sacrificados el dfa 5,
tres el dia 7 y tres el dia 10. Los animales de la segunda y tercera
serie se sacrificaron al séptimo dia. Todos fueron sacrificados
mediante una sobredosis barbitirica, siguiendo las normas dic-
tadas por el Real Decreto 223/1988 sobre proteccién de los
animales utilizados para experimentacién. A continuacidn se
extrajeron las cicatrices de la linea alba y las muestras destina-
das a estudios histoldgicos, fijandose en formol al 10 % para su
posterior inclusion en parafina. De cada muestra se obtuvieron
6 secciones histoldgicas de 5 p de espesor, montdndose tres
cortes en cada portaobjetos. Uno de los portaobjetos fue teiido
con hematoxilina-eosina, y el otro con reactivo de Schiff segin
el método de Feuigen.

Las muestras tefiidas con hematoxilina-cosina se destinaron a
la cuantificacion de la densidad fibrobldastica y del porcentaje de
drea ocupada por vasos, y las tefiidas con el reactivo de Schiff al
estudio del ADN nuclear de los fibroblastos.

Densidad fibrobldstica

Para llevar a cabo el recuento de fibroblastos en la cicatriz se
ha utilizado un equipo compuesto por un microscopio optico,
una lente de proyeccién (Mipro 125 mm Kpl, Carl Zeiss) y una
mesa digitalizadora (DT 1.000 Graphtec, Tokyo) controlada por
un microprocesador (Olivetti M-20).

La densidad fibrobléstica se ha valorado en tres campos de
622 u de didmetro (salvo en los casos en los que el tamaiio de la
muestra no ha permitido considerar més que uno o dos). Para
ello se ha contabilizado el nimero de fibroblastos directamente
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sobre la imagen proyectada de dichos campos en la mesa digita-
lizadora. Dicha proyeccion se obtiene utilizando un objetivo
32x, que al proyectar la imagen sobre la mesa digitalizadora ha
proporcionado un aumento global de 371x; de esta manera, los
campos medidos (622 u de didmetro real) se han visualizado en
un circulo de 231 mm de didmetro. Sobre estas mismas proyec-
ciones se ha cuantificado también el drea correspondiente a
tejido cicatrizal.

Para cada zona medida se ha calculado el nimero de fibro-
blastos por cada 1.000 unidades arbitrarias de drea. La media de
los tres valores obtenidos de cada cicatriz se ha utilizado como
indice de la densidad fibrobldstica de dicha cicatriz.

Cuantificacion del drea cicatrizal ocupada por vasos

El estudio del desarrollo vascular en la cicatriz se ha realizado
sobre las mismas preparaciones utilizadas para ¢l recuento de
fibroblastos y con idéntico equipamiento.

Utilizando una imagen proyectada similar a la descrita ante-
riormente (371x), se ha dibujado sobre la mesa digitalizadora el
perfil de cada vaso y el de la cicatriz. A partir de estos dibujos, y
por un método de integraci6n, se ha calculado la superficie de
cada vaso, asi como el drea vascular total y la correspondiente al
tejido cicatrizal. Se obtiene asi el porcentaje de drea cicatrizal
ocupada por vasos.

Cuantificacion del ADN nuclear

Para la cuantificacion de la actividad reduplicativa de los
fibroblastos se han tefiido las muestras con el reactivo de Schiff
segtin el método de Feulgen. Esta reaccion tiene la caracteristica
de ser absolutamente especifica del ADN nuclear y de tipo
estequiométrico. Es decir, existe una relacién directa entre la
cantidad dc colorante y la cantidad de ADN en ¢l nucleo
celular.

El contenido en ADN de los niicleos celulares se ha medido
mediante un microespectrocitofotémetro VSM-0.5 (Carl Zeiss,
Obercochen) controlado on line por un ordenador Olivetti
M-20, dotado de una platina monitorizada de 0,25 u de resolu-
cion.

En cada preparacién se han cuantificado 100 nucleos de fibro-
blastos, distribuyéndose los valores asi obtenidos en un histogra-
ma de frecuencias. Sobre dichol histograma, y siguiendo el
método de Bartel, se han ajustado dos curvas de Gauss. En la
primera de ellas quedan incluidos los niicleos con un contenido
de ADN 2C, englobdndose en la segunda los que, por haber
iniciado la reduplicacién de su material genético, han alcanzado
cifras superiores (fig. 1).

A continuacién, y por un método de integracidn, sc ha esta-
blecido la superficie de cada una de las curvas (S1 y S2), calcu-
landose la proporcién cxistente entre ambas; csto representa cl
porcentaje de fibroblastos en fase de sintesis:

% Fs =

Si
x 100
S1+82
Tensiometria
Para el estudio tensiométrico se extrajeron de cada cicatriz,.
previo marcaje con una cinta métrica, dos tiras de un cm de
anchura que se mantuvieron sumergidas en suero fisiold-

gico para evitar retracciones hasta el momento de la medicidn,
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Fig. 1. Contenido de ADN nuclear de los fibroblastos. Histograma de
JSrecuencias correspondiente a una cicatriz.

que siempre se realizo escasos minutos después de obtenida la
muestra.

La resistencia tensional se ha valorado mediante un tensiéme-
tro de disefio propio. El instrumento se fundamenta en un
motor eléctrico que proporciona una fuerza de traccion constan-
te de 0,147 Newtons/seg. En el otro extremo del aparato se
encuentra fijado un dinamémetro, en cuya parte mévil estd
articulada una plumilla que se desplaza sobre un papel milime-
trado que avanza a una velocidad constante de 0,25 cm/seg.
Entre ambos elementos se fija la cicatriz mediante dos mordazas
ancladas, una en el dinamémetro v otra en el motor (fig. 2).

Se consigue asi una grafica en la que en las ordenadas se
representa la fuerza expresada en Newtons y en las abscisas cl
tiempo transcurrido. El instante de la rotura queda registrado
por el brusco descenso de la grafica (fig. 3).

Andlisis estadistico

Atendiendo a la distribucién no normal de los resultados, las
comparaciones realizadas entre las distintas series experimenta-
les se han llevado a cabo utilizando un test no paramétrico: el
Rank Sum Test. Se han considerado diferencias significativas
aquéllas con una p < 0,05.

Resultados

La primera serie de animales se utilizo para la eleccién del dia
de estudio del proceso cicatrizal. En las cicatrices de 5 dias de
evolucion se observd un excesivo componente de células infla-
matorias que dificultaba la identificacién y el recuento de los
fibroblastos, células objeto de estudio.

En cambio, en las preparaciones obtenidas a los 10 dias de
producida la herida, la respuesta inflamatoria habia cedido. Sin
embargo, para entonces el proceso de formacion de fibras cold-
genas estaba muy avanzado, lo que dificultaba el exceso la
cuantificacién de los fibroblastos.

Las mejores imagenes correspondieron a las cicatrices estudia-
das al final de la primera semana. En este momento, las células
inflamatorias eran ya escasas, lo que permitia la medicion de la
poblacién fibrobldstica. Por otra parte, los fibroblastos apenas
habian iniciado la sintesis de coldgeno. Por todas estas razones,
éste fue el dia que resulto elegido para la realizacion de nuestro
estudio.
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Fig. 3. Estudio tensiometro de una cicatniz. Registro grdfico obrenido.

Los resultados del recuento de fibroblastos se recogen en la
tabla I. Como puede apreciarse en dicha tabla, la mayor densi-
dad fibrobldstica se observa en la linea alba normal (26,66),
mientras que en el séptimo dia de evolucion de la cicatriz este
pardmetro aparecié disminuido de forma sensible (13,16), sien-
do la diferencia estadisticamente significativa (p = 0,0003).

El porcentaje de duplicacion de los fibroblastos, recogido en
la tabla 2, muestra mayor actividad en las cicatrices al séptimo
dia (21,80) que la observada en la linea alba normal (10,29). La
diferencia alcanza significacion estadistica (p = 0,0189).

La tabla 3 refleja los resultados de la cuantificacién del por-
centaje del drea total ocupada por vasos. Puede observarse la
escasa vascularizacion de la linea alba normal en comparacion
con las cicatrices (0,404 vs 3,436; p = 0,0003).

La cuantificacion de la resistencia tensional en las cicatrices al
séptimo dia de evolucion ha mostrado un margen de variacién
muy amplio entre los diferentes animales (tabla 4); sin embargo,
las mediciones realizadas en muestras de una misma cicatriz
han proporcionado resultados muy similares en todos los
€asos.

Discusidn

La mayor parte de los estudios sobre cicatrizacidon se han
llevado a cabo en pequerios roedores (rata, ratén y cobayo), v
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TABLA 1. Descriptores estadisticos del estudio de densidad fibrobldstica
en la cicatriz

Media DE Mediana Minimo Miximo

Linea alba 26,66 5,736 27,30 19,00 32,70
Cicatriz 13,16 2,811 13,20 9,30 16,80

TABLA 2. Descriptores estadisticos del estudio de la actividad
reduplicativa de los fibroblastos en la cicatriz

Media DE Mediana Minimo Maidximo

Linea alba 10,29 9,443 6,29 2,10 27,90
Cicatriz 21,80 6,330 21,60 13,98 32,30

TABLA 3. Descriptores estadisticos del estudio del porcentaje de drea
cicatrizal ocupada por vasos

Media DE  Mediana Minimo Maiximo

Linea alba 0,404 0,189 0423 0,128 0,668
Cicatriz 3436 0903 3,644 1,659 4391

TABLA 4. Descriptores estadisticos del estudio de la resistencia tensional

Media DE Mediana Minimo Miximo

Control 7,642 3,325 - 7,25 2,80 12,00

Los valores se expresan cn Newlons.

sobre heridas practicadas en el dorso de los mismos*. Los para-
metros estudiados habitualmente en dichos trabajos son la cuan-
tificacién del depésito de hidroxiprolina en esponjas de polivi-
nilo** y la medicién de la resistencia tensional de la cicatriz
cutdnea®.

Este tipo de técnicas no condiciona el tamaiio del animal, y la
eleccidn de! dorso se justifica porque facilita el implante de las
esponjas y la aplicacién de los distintos tratamientos. Sin em-
bargo, nuestro modelo se orienta de manera fundamental al
estudio de las poblaciones celulares en el tejido cicatrizal. Por
ello, resulta muy util disponer de una muestra amplia de tejido,
asi como de unas referencias exactas para una buena orientacién
de las secciones histoldgicas.

A la luz de estas consideraciones optamos por utilizar anima-
les de mayor tamaiio (conejo de Nueva Zelanda), y trasladar la
zona de estudio a la linea alba de la pared abdominal, ya que los
fibroblastos son el unico componente celular en esta region
anatémica. Ademds, la cicatriz a estudiar queda aislada de una
manera mds efectiva de las influencias del medio externo.

Otro aspecto a considerar es la elecciéon del momento evoluti-
vo del proceso de cicatrizacién 6ptimo para el estudio de las
poblaciones fibrobldsticas. Mientras algunos autores estudian el
proceso en el séptimo dia® 57 la gran mayoria lo retrasa hasta la
segunda, tercera o cuarta semana" 2% 7%, Como nuestro objeti-
vo se centra en buscar un modelo que permita el estudio de las
poblaciones fibroblésticas, se hacia aconsejable la eleccién de un
momento en que estas células predominaran, tanto sobre las
células inflamatorias, como sobre los depdsitos de coldgena. Los

284

fibroblastos comienzan a aparecer en la herida al tercer dia y
alcanzan su méxima poblacién celular al décimo dia'® ',

Tras un estudio histolégico de las cicatrices producidas en la
linea alba del conejo de Nueva Zelanda en los dias quinto,
séptimo y décimo, pudimos constatar que las cicatrices al sépti-
mo dia eran las que mejor se ajustaban a los requerimientos
anteriormente citados, siendo este dia, por lo tanto, el momento
elegido.

Todos los trabajos consultados estudian las modificaciones
producidas en el tejido cicatrizal en las ultimas fases del proce-
so, referidas sobre todo a las alteraciones en los depdsitos de
hidroxiprolina o de la resistencia tensional. No hemos encontra-
do trabajos en la literatura que realicen cuantificaciones morfo-
métricas de la poblacion fibroblastica del tejido cicatrizal.

En cuanto al indice de duplicacién de los fibroblastos, sélo
hemos encontrado una cita en la que se estudia la actividad
proliferativa de los fibroblastos durante la cicatrizacion. Se trata
de un trabajo publicado por Werbin et al en 1983, en el que
estudian las modificaciones producidas por la esplenectomia en
esta actividad'?. Para ello se cuantificé la incorporacién de
timidina tritiada en cicatrices de laparotomia. Si bien es cierto
que el uso de este isétopo como medidor de la sintesis de ADN
estd ampliamente aceptado, no carece de inconvenientes. Quizd
el mas importante sea su poca especificidad, ya que tal como se
utiliza no permite distinguir la estirpe celular a la que corres-
ponde dicha actividad. Por otra parte, exige variaciones impor-
tantes para alcanzar significacién estadistica.

Debido a estas consideraciones, hemos elegido una técnica
que permite la cuantificacion directa del ADN sobre células
individuales, en este caso concreto sobre los fibroblastos. La
citofotometria permite estudiar individualmente el contenido
en ADN de los niicleos de cada uno de los fibroblastos, con
exclusidn de otras estirpes celulares que, estando presentes en la
preparacion, pudieran alterar los resultados.

Los diferentes tratamientos utilizados de forma experimental
en la literatura para alterar el proceso de cicatrizacién, anticuer-
pos monoclonales antilinfocitos T" '3, animales congénitamente
atimicos®®, formacos inmunosupresores>**?, estimuladores de
los linfocitos T como la arginina'®, ejercen su accién, o al menos
la instauran, de forma previa o simultdnea a la produccién de la
cicatriz. Sin embargo, sus efectos se han valorado en el extremo
final de la cadena mediante la cuantificacion del depésito de
hidroxiprolina (indicador de la sintesis de coldgeno) y de la
resistencia tensional que refleja la combinacidn entre la produc-
ci6én y la maduracién de coldgeno. Es decir, reflejan las altera-
cioncs finales del coldgeno, y no cudl cs el punto de la cadena de
produccién del mismo que se encuentra afectado.

Dicho de otra forma, estas cuantificaciones no detectan si las
posibles alteraciones que se pudieran producir en la sintesis de
coldgeno se deben a una alteracién en el numero de fibroblastos
o si se trata de una produccidn alterada de coldgeno por un
nimero normal de fibroblastos.

Y lo mismo cabe considerar respecto de la angiogénesis en el
tejido cicatrizal. El desarrollo de una trama vascular adecuada
es imprescindible tanto para la proliferacidn de los fibroblastos
como para la produccion de coldgeno por los mismos. La técnica
empleada en este trabajo permite valorar este aspecto del proce-
so cicatrizal de una manera objctiva y numérica, lo que aumenta
la expresividad de los estudios al permitir la utilizacién de
andlisis estadisticos mds potentes.

Con respecto al ultimo pardmetro estudiado (la resistencia
tensional), llama la atencién la gran variacion individual. Es
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cierto que, desde un punto de vista conceptual, resulta util, ya
que “enjuicia” la eficacia de la cicatrizacion en su conjunto.
Ahora bien, al diseiiar el tamafio de las series experimentales es
necesario tener en cuenta la importante desviacién estandar que
presenta: o bien s6lo se aceptan como significativas modificacio-
nes muy amplias, o bien se utilizan grandes cantidades de ani-
males.

Con el modelo experimental propuesto, podremos detectar,
mediante la cuantificacién de la resistencia tensional, alteracio-
nes globales en la cicatrizacién. Utilizando, ademds, los valores
de densidad fibrobldstica y del indice de reduplicacién de los
fibroblastos es posible estudiar si dichas alteraciones en la resis-
tencia tensional sc deben a modificaciones de estas células. Por
otra parte, caso de confirmarse alguna alteracion, ésta podria
estar influenciada por posibles modificaciones en la neovascula-
rizacion de la cicatriz, modificaciones que se estudian cuantifi-
cando la superficic vascular ocupada por vasos.

Por todo ello nos parece interesante el modelo experimental
que proponemos, ya que puede aportar conclusiones de interés
en cuanto a qué niveles del proceso cicatrizal se producen las
alteraciones inducidas por los distintos mecanismos que poda-
mos utilizar para su estudio.
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