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RESUMEN

Se realiz6 una caracterizacion histolégica de la respuesta local al implante
de una matriz acelular en conejo. Esta matriz es utilizada como sustituto dérmico
en pacientes que han sufrido importantes pérdidas de piel, razén por la cual no es
factible la recuperacion de la zona sin la aplicacién de implantes.

Esta matriz, se denomina Alloderm®, es elaborada por el Laboratorio
LifeCell, mediante un procedimiento durante el cual son removidos los
componentes epidérmicos y celulares, manteniendo solo la membrana basal y la
estructura dermal, facilitando asi la repoblacion celular, la adherencia al sustrato y
la neovascularizacion.

El ensayo fue realizado en diez conejos implantados en la cara interna de la
oreja izquierda, de los cuales fueron seleccionados al azar tres conejos; las
muestras fueron obtenidas semanalmente a lo largo de un mes a partir del 7° dia
post implantaciéon. Las muestras fueron cortadas en forma semiseriada,
montadas en portaobjetos y teflidas por los métodos de Hematoxilina-Eosina,
Van Gieson, Método del acido Peryédico Schiff y con el Antigeno de
Proliferacion Celular. Se investig6 la presencia y el tipo de elementos
celulares como respuesta al implante de la matriz, describiendo la actividad de
proliferacion celular, las caracteristicas fibrilares de la matriz extracelular y la
evaluacion en el tiempo del lecho vascular.

Los resultados obtenidos fueron comparados con las caracteristicas
descritas por sus fabricantes, observandose concordancia con algunas de ellas,
como por ejemplo, que el colageno presente en la matriz acelular permitié la
repoblaciéon celular por parte del hospedero, en cambio, el tipo de reaccion
inflamatoria descrita por los fabricantes, no coincidi6 con los resultados
obtenidos en el ensayo, donde se observé una reaccion inflamatoria cronica

granulomatosa, la cual no ha sido descrita para este tipo de matriz acelular.



SUMMARY
An histological characterization of the local response to an acellular matrix
implant in rabbits was made. The acellular implant is used as a dermic substitute
in patients that have suffered loss of mayor areas of skin, areas that will not

recover without implants.

Alloderm®  was developed by Lifecell Laboratories by removing all
epidermal and cellular components, keeping only basal membrane and dermal
structures aiding in cellular growth, substrate adherence and neovascularization.

The study was conducted implanting the matrix in the medial aspect of the
left ear in ten rabbits and three of them were selected at random. Samples from
the selected animals were obtained weekly for a month starting 7 days post
implantation. Samples were cut semi-serially placed in slides and stained with
Hematoxillin-eosin, Van Gieson, Shiff Periodic Acid Method and inmunostained
for Cellular Proliferation Antigen.

The presence of cells and their types in matrix implant were investigated
describing cellular proliferation activity, extracellular matrix fiber characteristics
and evaluation in time of the vascular bed.

The results were compared to the features described by the manufacturer,
finding concordance in some of them, for instance, collagen present in the
acellular matrix allowed host cellular repopulation. On the other hand, other
features found in this study were not described by the manufacturer, such as

chronic granulomatous inflammatory response.



INTRODUCCION

En los seres humanos las lesiones traumaticas son una problematica
relevante que pueden implicar casos de grandes pérdidas cutianeas, que son
resueltos mediante sustitutos dérmicos. Los implantes de piel cada dia son mas
utilizados, ya que su uso significa resultados rapidos y satisfactorios. La respuesta
al injerto ha sido descrita por los fabricantes como exenta de reacciones que
compliquen la reestructuracién, esto es: estéticamente parecida a la piel, que no
evidencia la contraccion natural de las heridas, que evita la formacién de escaras y
la pérdida de liquidos y electrolitos (Wainwright, 1995; Demon Internet UK,
1996; Demling et a/, 2000b). En la aplicaciéon de estos implantes en cirugia
plastica se han observado resultados que despiertan dudas sobre la inocuidad de
sus propiedades, lo que ha motivado el disefio de esta experiencia destinada a
mostrar, experimentalmente, las caracteristicas morfologicas de la secuencia de
eventos que siguen a la aplicacién de un implante comercial en un modelo
animal experimental. Esta investigaciéon podria establecer bases experimentales
que permitirfan desarrollar la técnica de injerto en las diferentes especies animales

de interés médico veterinario, que sufren problemas similares a los humanos.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

La Piel y sus Funciones.

La piel es una membrana biestratificada, resistente y flexible, que cubre el
cuerpo y se continia a nivel de los orificios naturales con las mucosas. Se
compone de dos partes superpuestas, epidermis y dermis, separadas entre si por
una membrana basal, y de los tejidos mas profundos, por el tejido subcutaneo
(Scott ez al., 1995)

Una de sus principales funciones, es actuar como primera barrera
defensiva ante cualquier injuria, y si su continuidad es interrumpida, el sistema
inmunolégico sera el encargado de montar una respuesta adecuada para
mantener el estado de salud. Tanto la dermis, como la epidermis poseen
funciones especificas. La epidermis evita la desecacién, evita la entrada de
bacterias, protege de las toxinas, ayuda al balance de fluidos, ya que permite la
evaporaciéon, es un neurosensor y finalmente permite interactuar socialmente,
mediante el tacto. La dermis protege de los traumas por su elasticidad, regula el
balance de fluidos y la termorregulacion a través de la circulacion periférica,
produce factores de crecimiento y orienta la replicacion epidermal y reparacion

dermal (Demling e# al., 2000a).

La Epidermis.

La epidermis corresponde a tejido epitelial plano pluriestratificado
cornificado. En su capa mas fina y externa esta compuesta por células epiteliales
muertas, las cuales se han transformado en queratina blanda, por lo que reciben
el nombre de queratinocitos. I.a queratina es una efectiva barrera contra las
infecciones y la pérdida excesiva de vapor de agua. En la epidermis se pueden

distinguir 5 capas; estrato basal o germinativo, estrato espinoso, estrato



granuloso, estrato lucido y estrato corneo. (Scott ef al., 1995; Monteiro-Riviere,
1998).

El estrato basal corresponde a células cubicas que se encuentran
descansando sobre la membrana basal, unidas a ella por medio de
hemidesmosomas. Las células de este estrato son inmaduras, ya que continian
dividiéndose y migrando hacia la superficie para asi reemplazar a las células que
se pierden o son danadas, este reemplazo epidermal se lleva a cabo en alrededor
de 2-5 semanas. Ademas en esta capa celular es posible la identificaciéon de
melanocitos y células de Merkel. Los melanocitos son el segundo tipo celular en
este estrato, en su ultraestructura es posible distinguir melanosomas vy
premelanosomas, los cuales contienen melanina y en los animales de piel oscura
incluso puede llegar a encontrarse a través de toda la epidermis. Las células de
Merkel son células epidermales confinadas al estrato basal, o justo debajo de este,
y cumplen la funcién de mecanorreceptores de adaptacion lenta (Scott ef al,
1995; Stevens y Lowe, 1998).

El estrato espinoso esta compuesto por varias capas de células hijas del
estrato basal. Son células poligonales e irregulares, unidas entre ellas por
desmosomas. Estos tipos de uniones celulares hacen que en cortes histologicos
aparezcan unidas por puentes, dando el aspecto de espinado. En este estrato es
posible distinguir células de Langerhans, de forma dendritica, las cuales tienen
receptores para el complemento, sintetizan y expresan antigenos asociados con la
respuesta inmune (Scott ef al., 1995; Monteiro-Riviere, 1998).

El estrato granuloso se encuentra formado por 3 o mas capas celulares,
que corresponden a queratinocitos, los cuales se caracterizan por la acumulacion
de densos granulos de queratohialina, los cuales contienen lipidos. Los
queratinocitos se encuentran en proceso de apoptosis, por lo tanto se van

haciendo aplanados, con nucleos poco precisos, sin nucleolos y ademas con



cambios degenerativos. La cornificacion paulatina comienza en este estrato
(Scott et al., 1995; Monteiro-Riviere, 1998; Stevens y Lowe, 1998).

El estrato lucido esta compuesto por células carentes de nucleo celular, en
las cuales se puede observar una intensa actividad enzimatica. En este estrato
prosigue la queratinizacion, la cual engloba también la transformacién de los
granulos de queratohialina de la capa granulosa en eleidina. La eleidina, una
sustancia acidofila rica en grasas y proteinas y que posee unas fuertes propiedades
refractantes, se presenta como una capa homogénea y brillante. Este estrato
protege a la piel ante las acciones de las soluciones acuosas (Scott ef al., 1995).

El estrato corneo esta formado por células queratinizadas y desprovistas
de nucleo. Se encuentran situadas unas sobre otras en forma de tejas y estan
firmemente unidas entre s{ por medio de la queratohialina asf como también por
fibras muy delgadas (tonofibrillas). Las células mas profundas de este estrato ain
mantienen sus uniones desmosomales, pero a medida que son empujadas hacia la
superficie, por las nuevas células que se estan formando a nivel del estrato basal,
van perdiendo estas uniones y gradualmente se rompen y se pierden,
permitiendo el proceso de descamacion. El estrato corneo abarca
aproximadamente de 15 a 20 estratos celulares, de los cuales el estrato superficial

se va perdiendo por descamacion (Monteiro-Riviere, 1998).

La Dermis.

A la cara interna de la membrana basal de la epidermis se le une la dermis.
Eista es un tejido conectivo con fibras colagenas tipo I, elasticas y reticulares, que
se encuentra en constante recambio; es vascularizada y con abundantes
terminaciones nerviosas, que histologicamente se subdivide en dos capas
diferentes: en la capa papilar exterior y en la capa reticular interior. Ambas capas

se diferencian entre si por su grosor y la disposicion de sus fibras de tejido



conjuntivo, sin embargo a pesar de esta diferenciacion no se encuentran
separadas una de otra. Ademas la dermis contiene la mayoria de los fibroblastos,
responsables de la producciéon de colageno, elastina y sustancia base que da
soporte, elasticidad y la direcciéon necesaria para la replicacion dermal. También
es posible observar otras células tales como melanocitos y mastocitos cercanos a
la superficie de vasos sanguineos, neutréfilos, eosinéfilos, linfocitos, histiocitos y
células plasmaticas; ademas en esta zona de la piel se encuentran estructuras

anexas, tales como glandulas y foliculos pilosos (Monteiro-Riviere, 1998).

La dermis se encuentra dividida en una capa superficial o zona papilar y
en una capa mas profunda o zona reticular. La zona papilar esta formada por
tejido conectivo laxo, estrechamente unido a la epidermis por medio de pequefias
prominencias conicas de tejido conjuntivo, que reciben el nombre de papilas del
corion. En la zona de las papilas se encuentran las terminaciones nerviosas
independientes, receptores sensoriales, vasos linfaticos, asi como también las asas
capilares que aseguran el abastecimiento nutritivo de la epidermis avascular y
ademas cumplen con la funcién de termorregulacion. El propio tejido conectivo
se compone de una estructura de fibrocitos (estado de reposo de los fibroblastos)
y es atravesado por aglomerados de fibras colagenas elasticas. Los espacios
intercelulares situados entre las tramas de las fibras estan rellenos con una
sustancia amorfa que recibe el nombre de sustancia fundamental, en la cual se
pueden desplazar las células sanguineas y las células del tejido que se encuentran

en movimiento (Scott ¢7 al., 1995; Monteiro-Riviere, 1998).

La zona reticular esta compuesta por tejido conectivo denso con
resistentes fasciculos de fibras colagenas entrelazados entre si, distribuidas en
todas las direcciones, entre las cuales se encuentran aglomerados de fibras
elasticas, reticulares y colagenas. Esta estructura es la que le otorga elasticidad a la

piel, para que de esa manera pueda adaptarse a los diferentes movimientos y



fluctuaciones de volumen del organismo. Ademas se encuentra capacitada,
dentro de un proceso dinamico, para absorber agua y volver a expelerla (Scott ez

al., 1995; Monteiro-Riviere, 1998).

La Matriz Extracelular.

La matriz extracelular, producida por los fibroblastos, esta compuesta por
la membrana basal y el estroma intersticial, que a su vez esta compuesto por un
componente fibrilar y otro amorfo. L.a matriz extracelular quimicamente esta
formada por glicosaminoglicanos (GAGs), proteoglicanos, glicoproteinas no
colagenosas (fibronectina y laminina), fibras colagenas, fibras reticulares, fibras
elasticas y membrana basal. La matriz extracelular ocupa el espacio entre las
células epiteliales, musculares, nerviosas y del tejido conectivo conectandolas
entre si, dando la orientacién y la nutricién necesarias, funcionando como un
andamio para las células en migracion (Scott ez al., 1995; Eurell y Van Sickle,
1998).

En el estroma intersticial en su parte fibrilar se distinguen tres tipos de
fibras: fibras colagenas (colageno tipo I), elasticas (elastina) y reticulares (colageno
tipo III). Las fibras colagenas se encuentran constituidas por la proteina
colageno, su diametro varfa entre 1-20 pm, se organiza en haces laxos o densos.
Las moléculas de colageno se encuentran formadas por tres cadenas
polipeptidicas, cadenas o, entrelazadas para formar una triple hélice, los
principales aminoacidos que la conforman son glicina, prolina, hidroxilisina e
hidroxiprolina. Estos dos ultimos aminoacidos son sintetizados a partir de la
hidroxilacién de la lisina y la prolina posterior a su sintesis en el reticulo
endoplasmico rugoso. Las fibras reticulares se encuentran constituidas por fibras
colagenas tipo III delgadas, 0.5-2 um de diametro, asociadas a otros tipos de

colageno, glicoproteinas y proteoglicanos. Estas fibras tienen la capacidad de



formar una armazon fina para sostener tanto a las fibras musculares, nerviosas,
adipocitos y pequefios vasos sanguineos. Las fibras elasticas se encuentran
constituidas por la proteina elastina, glicina, prolina, valina, alanina y en menor
cantidad hidroxiprolina e hidroxilisina. Se presentan como filamentos cilindricos
o aplanados, largos y delgados, que se ramifican formando redes. Su diametro
varfa entre 10-12 um. estas fibras son capaces de estirarse y volver a su largo
normal cuando cesa la fuerza, en reposo se observan onduladas (Scott ez al., 1995;
Cotran ef al., 2000).

El estroma intersticial en su parte amorfa corresponde a
glicosaminoglicanos y a protefnas no colagenosas. Los glicosaminoglicanos
(GAGs) son polisacaridos lineales, formados por disacaridos que se repiten
continuamente, estas cadenas lineales se unen covalentemente a la proteina
central llamada proteoglican. Los GAGs que se unen a esta proteina central son
principalmente dermatan sulfato, condroitin sulfato, queratan sulfato y heparan
sulfato; proteoglicanos formados en el reticulo endoplasmico rugoso, que
constituyen el componente proteico. La glicosilacién se produce en el reticulo,
pero termina en el aparato de Golgi, en donde son sulfatados. La degradacion de
los proteoglicanos ocurre gracias a las enzimas lisosomales y la velocidad con
que son remplazados varfa entre 2-10 dias. La funcién de los GAGs corresponde
a lubricaciéon y permite la unién entre las fibras de colageno. Las proteinas no
colagenosas (Fibronectina y Laminina) se encuentran constituidas por un gran
componente proteico unido a carbohidratos, tienen importancia en la
interaccion celular y en la adhesion de las células a su sustrato. La Fibronectina
es una glicoproteina sintetizada por los fibroblastos y por algunas células
epiteliales, posee sitios de unién para células, colageno y glicosaminoglicanos, lo
que permite la adhesion y migracion de las células. La laminina se encuentra en

la membrana basal, permitiendo la adhesion de las células epiteliales a esta



membrana. La matriz extracelular en su parte correspondiente a la membrana
basal, se encuentra constituida por laminas de colageno tipo IV, laminina,
entactina y proteoglicanos ricos en heparan sulfato. Es una barrera selectiva, ya
que determina la polaridad celular, influencia el metabolismo celular, induce
diferenciacion celular y sirve como gufa en la migraciéon celular. I.a membrana
basal es sintetizada por las células que se encuentran relacionadas con ella, dando

una fuerte conexion entre epitelios y los tejidos subyacentes a ellos (Scott ez al.,

1995 Cotran et al., 2000).

~ Gag’s
NO Proteoglicanos
FIBRILAR Fibronectina
f Laminina
ESTROMA <
INTERSTICIAL Fibra colagena
FIBRILLAR Fibra reticular
MATRIZ E Fibra elastica
EXTRACELULAR <
—
Heparan sulfato
MEMBRANA Colageno IV
BASAL < Laminina
K Entactina

La Hipodermis.
La hipodermis representa el estrato mas profundo de la capa corporal
exterior. Estd compuesta por tejido conjuntivo laxo. En las profundidades se une

a los musculos o bien al periostio. En la totalidad de la hipodermis se puede



almacenar tejido adiposo, el cual cumple funciones aislantes, de almacenamiento

y modeladoras (Scott et al., 1995).

Reparacion de la Piel.

Sila piel es injuriada, total o parcialmente, permitira la entrada de distintos
agentes infecciosos, comprometiendo el estado de salud del paciente. Esto
ocurre en las quemaduras y las ulceras cronicas asociadas a diabetes o por
decubito prolongado. Para dichos pacientes es necesario contar con injertos de
piel, los cuales permiten reducir el sitio de donacién, incrementar el potencial de
recuperacion de las heridas y reducir el costo de tratamiento por lesiones
recurrentes (Demon Internet UK., 1996; Heimbach ez a/., 1998).

Cuando se ha producido una injuria extensa y profunda de la piel, las
opciones que se manejan, son la aplicaciéon de reemplazos epidermales, dermales
o sustitutos de piel; ya que los fibroblastos maduros en ausencia de dermis
producen colageno con un patrén alterado, lo cual dejara como consecuencia
cicatrices y contracturas de la piel, alterando su funcionalidad y estética
(Wainwright, 1995).

Cuando la piel ha sido dafiada, da lugar al proceso de reparaciéon. La
reparacion es el reemplazo de tejido muerto por tejido de granulacion, el cual
madurara a tejido cicatricial. Este proceso puede diferenciarse en primera y
segunda intencién (Banks, 1981; Thompson, 1984; Gazquez, 1991).

La reparacion por primera intencién ocurre cuando la piel dafiada
constituye una herida con bordes limpios y es cerrada inmediatamente. La herida
produce muerte celular de un pequefio numero de células epiteliales y del tejido
conjuntivo. Este surco se llena de sangre que, posteriormente, coagulard y en la
superficie sufrira una deshidrataciéon formando la costra. A las 24 horas, aparecen

los neutréfilos y comienzan a multiplicarse los bordes epidérmicos. Las células,



que se han multiplicado, comienzan a desplazarse hacia la linea media, por debajo
de la costra superficial, fusionandose y produciendo una capa epitelial delgada y
continua. A las 72 horas predominan los macréfagos, el tejido de granulacion
invade el espacio creado por la injuria, se produce una proliferaciéon de fibras
colagenas y continta la proliferacion de las células epiteliales (Cotran ez a/., 2000).

Al quinto dfa el espacio de la incisiéon se encuentra completamente repleto
con tejido de granulacién y proceso angiogénico. El colageno comienza a ser mas
abundante y sus fibras se empiezan a ordenar, comienza a producirse la unién de
los bordes, la epidermis vuelve a tener el mismo grosor y las células epiteliales
vuelven a desarrollar la capa queratinizada (Cotran ez al., 2000).

A la segunda semana, se deposita colageno de forma continua y hay
proliferacion de fibroblastos, el infiltrado leucocitario desaparece, al igual que el
edema. Al final del primer mes, la cicatriz esta formada por tejido conjuntivo
celular sin infiltrado inflamatorio y cubierto por una epidermis integra (Banks,
1981; Cotran e# al., 2000).

La reparacion por segunda intencion sucede cuando ha ocurrido pérdida
de tejido, por lo tanto, en este caso es necesario reparar un gran defecto tisular.
En los bordes se genera una gran cantidad de tejido de granulaciéon, ya que la
regeneracion a través de células parenquimatosas no es suficiente. Los defectos
tisulares tienen mas fibrina, residuos necréticos y exudados que deben ser
eliminados, por lo tanto, la reacciéon inflamatoria es mas intensa, se forman
cantidades mucho mayores de tejido de granulacién y ocurre la retraccion de la
herida, la cual es parte importante del proceso de reparacion normal, pero
cuando este proceso se exagera se habla de contractura de la piel, que produce
deformidad, por lo tanto, altera su funcionalidad y estética (Banks, 1981; Cotran

et al., 2000).
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Cuando la piel ha sido injuriada y se ha producido pérdida de tejido, por lo
tanto pérdida de continuidad, se requiere la participacion de la epidermis, dermis
e hipodermis, ademas de las células como fibroblastos, macréfagos, neutréfilos y
los vasos sanguineos (Thompson, 1984; Banks, 1981; Gazquez, 1991).

El proceso de reparacion de la piel es un proceso celular dinamico, el cual
es iniciado con la injuria y continta a través de la reorganizacion de los tejidos
en el sitio injuriado. Ha sido separado en etapas; insulto o injuria, induccion,

inflamacion, proliferaciéon y maduracion (Banks, 1981).

Etapa de Injuria.

Es el estado inicial de la reparacion de la piel. Aqui es cuando se rompe la
integridad de la piel, que da por resultados hemorragia, muerte celular y
contaminaciéon por microorganismos. L.os mecanismos hemostaticos actian a
nivel local, para formar el coagulo, el cual detendra la perdida de fluidos, dara

una estabilidad inicial y formara una zona sellada bajo la zona injuriada (Banks,

1981; Thompson, 1984; Drago, 1999; Cotran e/ al., 2000).

Etapa de Induccidn.

Esta etapa consiste en la instalaciéon de nuevas células en el area injuriada
para comenzar la reparaciéon propiamente tal, ademas existen muchos factores
quimiotacticos para neutréfilos, macréfagos y fibroblastos. Por lo tanto estas
células comienzan a repoblar la zona injuriada. No se sabe con certeza cual es el
estimulo inicial para comenzar la reparacidon, pero se piensa que es la hipoxia,
traducida a acidosis local que induce una neovascularizacion, la cual permite la
llegada de estas células al sitio exacto de injuria. Los fibroblastos responden al

acido lactico acumulado por la actividad de los macréfagos, pero la sintesis de
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colageno no ocurre hasta que metabolitos esenciales llegan a la zona injuriada por

medio de la circulacion sanguinea (Banks, 1981; Cotran ez a/., 2000).

Etapa de Inflamacion.

Esta etapa comienza inmediatamente después de la injuria. La etapa de
inflamacién se describe como una reaccién compleja en el tejido conjuntivo
vascularizado, que ademas incluye al plasma, células circulantes (neutréfilos,
monocitos, eosinoéfilos, linfocitos, basoéfilos y plaquetas), vasos sanguineos,
constituyentes celulares (mastocitos, fibroblastos, macréfagos, linfocitos) y
extracelulares (matriz extracelular). Es una respuesta de caracter protectivo cuyo
objetivo final es liberar al organismo de la causa inicial de la lesion celular y de las
consecuencias (Drago, 1999; Cotran ef al., 2000).

La respuesta inflamatoria esta muy relacionada con el proceso de
reparacion. Este proceso de reparacion se inicia durante las primeras fases de la
inflamacion, pero no finaliza hasta que termine la noxa. La inflamacién es util
para destruir, atenuar o mantener localizado al agente patégeno y, al mismo
tiempo, inicia una cadena de sucesos que curan y reconstruyen el tejido lesionado
(Banks, 1981; Cotran et al., 2000).

Durante la reparaciéon, el tejido lesionado es reemplazado por la
regeneracion de las células parenquimatosas nativas o por la proliferacion del
tejido fibroblastico. En esta etapa se produce una vasoconstriccion
inmediatamente después de la injuria, que es seguida de una vasodilataciéon en
conjunto con un incremento de la permeabilidad vascular (Drago, 1999; Cotran
¢t al., 2000).

Durante esta etapa se produce liberacion de sustancias vasoactivas desde
las células endoteliales, mastocitos y plaquetas, por lo tanto histamina,

serotonina, bradiquinina y prostaglandinas son liberadas al torrente sanguineo,
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iniciando la respuesta vascular y facilitando la migraciéon de las células hacia el
espacio extrasvascular. También, se liberan factores quimiotacticos a nivel de la
zona injuriada, por lo tanto son atraidos hacia la zona neutrofilos, fibroblastos,
macrofagos, mastocitos, eosinéfilos, linfocitos y células plasmaticas (Banks, 1981;
Tizard, 1995; Drago, 1999).

Los neutréfilos son las células predominantes en el sitio injuriado por los
3 primeros dias, ademas son fagocitos muy efectivos, por lo cual son capaces de
remover detritus celular y hacer fagocitosis efectiva frente a microorganismos.
Los fibroblastos comienzan a sintetizar colageno a las 24 horas post-injuria, pero
su depésito es evidenciable alrededor del 4 dia post-injuria. Los macréfagos son
los responsables de la fagocitosis celular y de otros tejidos dafiados, como
colageno y elastina. Los mastocitos liberan aminas vasoactivas, cooperando con
la respuesta aguda de la inflamacién. Los linfocitos y las células plasmaticas
juegan un rol de defensa, ya que son importantes para el normal funcionamiento
del sistema inmune (Drago, 1999; Cotran e al., 2000).

La duracion del estado de inflamacién es variable y depende de varios
factores, tales como: contaminacion, presencia de tejido dafiado y/o infeccion.
Una herida sin infeccidn, sin agentes microbianos presentes, generalmente
manifiesta un estado de inflamaciéon de alrededor de 3 a 4 dias (Tizard, 1995;

Cotran ef al., 2000).

Etapa de Proliferacion.

Corresponde a la fase en que hay proliferacion celular o actividad mitética
de las células epidermales, endoteliales y fibroblastos, extendiéndose hasta 10 a
14 dias post injuria. Cuando la injuria ha afectado el estrato basal, células

marginales, como las de foliculos pilosos sin defectos, pueden migrar y asi cubrir

ese estrato dafiado (Banks, 1981; Gazquez, 1991).
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El proceso de migracion celular comienza en las primeras 24 horas post
injuria, pero no es visible hasta que ocurre la queratinizacion. La epidermis
adyacente a la herida proliferara para reemplazar a las células que migraron. Las
células que migran mantienen su potencial mitético, proliferando y reemplazando
a la epidermis. El resultado de esta migracién y proliferacion  es el
restablecimiento de la barrera epidermal, dermal e hipodermal por debajo de la
costra, la cual caera dentro de unos 7 dias (Drago, 1999; Cotran ez al., 2000).

Las células endoteliales son las encargadas de restablecer la vascularidad
del sitio injuriado, estas células completan su tarea cuando se fusionan con células
provenientes de arterias y vénulas, por lo tanto dando origen a la
neovascularizacion. Los fibroblastos perivasculares proliferan y sintetizan matriz
extracelular, secretando en primer lugar acido hialurénico y luego proteoglicanos
sulfatados, por lo tanto se recupera el microambiente. Los proteoglicanos son
muy hidrofilicos, por lo tanto su acumulacién contribuye al aspecto edematoso
de la herida. La sintesis de colageno, por parte de los fibroblastos proliferantes,
corresponde en su etapa inicial a colageno tipo 111, pero alrededor de los 7-8 dias
post-injuria destaca el colageno tipo I, que eventualmente se convierte en el
colageno principal del tejido cicatricial maduro. Los fibroblastos se han
movilizado a través de una malla de fibrina, la cual es temporal, avanzando desde
y hacia el sitio injuriado y hacia los vasos sanguineos. Algunos de estos
fibroblastos desarrollan la capacidad de movilizarse por medio de mecanismos
contractiles, las miofibrillas, y asi comienzan a aumentar en nimero a medida
que disminuye el estado de inflamacién. Este nuevo tejido, de degranulacion, es
tejido conectivo que repara la zona, posee propiedades colagenoliticas, por lo
tanto permite la limpieza de residuos y remodelacion del colageno, ademas es el
responsable del fenémeno de contraccién, movimiento de la piel en todo su

grosor hacia el centro de la lesion, el cual es dependiente de las miofibrillas
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desarrolladas por los fibroblastos (Banks, 1981; Thompson, 1984; Drago, 1999;
Cotran ef al., 2000).

Etapa de Maduracion.

La maduraciéon de una cicatriz corresponde a la gradual reducciéon del
numero de fibroblastos con una correspondiente disminucién del nimero de
capilares, ademas de una reduccion de la degradacion del colageno y la formacion
de enlaces cruzados intramoleculares e intermoleculares estables en esta
molécula. La etapa anterior era dominada por los fibroblastos y su actividad
sintética, por el contrario esta etapa se caracteriza por existir un balance entre
sintesis y degradacion de los componentes del tejido conectivo. El colageno es
recambiado en la zona gracias a la accién de fibroblastos, macrofagos, células
epiteliales y neutrofilos, ya que todos ellos son capaces de producir colagenasa.
La mayor parte del colageno tipo III, que fue secretado en las etapas iniciales, es
eliminado, para ser reemplazado por fibras colagenas tipo I reorientadas de
acuerdo a las nuevas lineas de fuerzas y produciendo asf un incremento gradual
de la fuerza que esta zona puede soportar (Banks, 1981; Thompson, 1984;
Cotran ef al., 2000).

Injertos de Piel.

Siendo lo ideal una rapida reparacion de la piel, es dificil de lograr cuando
el dafio involucra una gran superficie, debiendo ser reparada con sustitutos de
piel o injertos, ya sean temporales o definitivos (Demling ez a/., 2000c).

En los sustitutos o injertos es fundamental incorporar las caracteristicas
de la piel para evitar mayores alteraciones en cuanto a su funcionalidad y aspecto:
la cobertura de la herida debe ser biestratificada, los componentes analogos a

dermis y epidermis son necesarios para un exitoso reemplazo de la piel, la capa
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mas externa es la que actia como barrera protectora, los elementos dermales son
los que guian el proceso de reepitelizacién; ademas se debe restaurar la

arquitectura normal de la piel y evitar la contractura de ella (Demling e 4/,

20000).

Los injertos en general, no deben ser aplicados sobre superficies
infectadas, en heridas deterioradas ni en pacientes con hipersensibilidad a los
componentes del injerto; ademas es necesario aplicar agentes antimicrobianos
alrededor de una semana antes del injerto y justo antes de la aplicacion la herida

debe ser limpiada con solucion salina (Matsui e al., 1996; Demling e# a/., 2000c).

Injertos seguin Procedencia.

Los injertos de piel se clasifican como autogénicos, alogénicos o
xenogénicos. Se entiende por injertos autogénicos, aquellos que son tomados
desde el mismo paciente y son sembrados en laboratorio, para luego ser aplicados
sobre la zona injuriada, estos injertos tienen como ventaja el bajo potencial de
rechazo y riesgo de transmisiéon de enfermedades, pero el problema que
presentan es la menor cantidad de tejido que se puede obtener, ya que el sitio de
donacién debe recuperarse antes de donar nuevamente. (Demon Internet UK.,
1996)

Los injertos alogénicos son aquellos tomados desde otros individuos de la
misma especie, para luego ser colocados sobre la zona injuriada; con este tipo de
injerto podemos obtener una mayor cantidad de zonas donantes, lo que involucra
un mayor potencial de rechazo y riesgo de transmisién de enfermedades (Demon
Internet UK., 1996; Demling ez a/., 2000Db).

Por dltimo, los injertos xenogénicos, son aquellos tomados desde

individuos de otra especie y luego aplicados en la zona injuriada. Tienen la
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ventaja de poder disponer de una mayor cantidad, pero el riesgo de transmision
de enfermedades y el potencial de rechazo aumentan muchisimo. La eficacia de
estos injertos depende de una serie de factores; dar buen soporte al crecimiento
celular, proveer un sustrato capaz de dar adherencia, facilitar la proliferacion
celular y la producciéon de matriz celular, reabsorcion desde el sitio injuriado en
forma controlada, baja toxicidad, baja inmunogenicidad y propiedades tensiles

similares al tejido sano (Demon Internet UK., 1996; Demling ez a/., 2000b).

Injertos segtin Permanencia.

Los injertos pueden ser temporales, semi-temporales y definitivos o
permanentes. Los injertos temporales son aquellos que son colocados sobre
heridas recientes, superficiales y que son dejados mientras sana la piel, los injertos
semi-temporales o transitorios son aquellos que permanecen adheridos a la
herida escisionada y que eventualmente son reemplazados por el propio tejido del
paciente y los injertos definitivos o permanentes son aquellos que incorporan
analogos dermales y/o epidermales permitiendo la formacion de neodermis

(Demling et al., 2000b; Demling e# a/., 2000c).

Injertos segun Funcionalidad.

Los injertos pueden ser epidermales, dermales o sustitutos de piel. Los
injertos epidermales son queratinocitos cultivados, ya sea en asociacion de un
vehiculo, que puede ser polimeros o una matriz. Los injertos dermales
corresponden a un soporte estructural capaz de permitir infiltracién, adherencia,
proliferacién y formacion de matriz por parte de los fibroblastos del paciente.
Los injertos de piel completa o sustitutos de piel corresponden a una

combinacion de los injertos epidermales y dermales (Demling ez a/., 2000c).
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Alloderm®.

El Alloderm®, es un reemplazo dermal de tipo alogénico, proveniente de
piel humana de cadaveres, procesada para remover las células epidérmicas y
dérmicas, manteniendo la matriz extracelular como soporte para la repoblacion
celular cuando la piel ha sido injuriada (Lifecell corporation, 2002a; Lifecell

corporation, 2002b).

Fibroblasto

Proteoglicanos

El sitio donante es sometido a un riguroso protocolo para su obtencion
bajo la guia de la AATB (American Association of Tissue Banks) y de la FDA. La
historia clinica del donante es minuciosamente estudiada y se realizan examenes
sanguineos para encontrar evidencia de hepatitis B y C, anticuerpos de Virus de
Inmunodeficiencia Adquirida I y II, Virus Linfocito T Humano I y II vy sifilis. La
epidermis es completamente removida, manteniendo la membrana basal. Las
células dermales son removidas por medio de un detergente de bajo peso
molecular no denaturante, mientras que la matriz es estabilizada a través de la
inhibicién de las metaloproteinasas. Luego la matriz colagena es crioprotegida sin

dafar a los componentes necesarios para la repoblacién y revascularizacion.
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Ademas, se agregan antibidticos para asegurar un proceso aséptico. También, la
matriz es revisada por microscopia electrénica para asegurar que no ha sufrido
dafios, que existe retencion de la membrana basal, que hay bandas de colageno
normales y que no existe material celular. I.a piel resultante de los injertos debe
ser estéticamente lo mas parecida a la piel, sin alterar la contraccion natural de las
heridas y evitar la formacién de escaras. La respuesta al injerto ha sido descrita
por los fabricantes como exenta de reacciones que compliquen la
reestructuracion antes definida (Wainwright, 1995; Walter ez a/, 1998; Lifecell

corporation, 2002b).

Segun  describen  sus

. . . Colageno
fabricantes, al dfa 1 el implante

Alloderm® es una matriz dermal

acelular disefiada como una malla

biolégica para el tejido normal de

remodelacion. Ta matriz
Alloderm® contiene informacién

estructural y bioquimica, lo que

permite realizar una

revascularizaciéon y repoblacion

celular por parte de vasos Dia nimero 1, una vez injertado

. . Alloderm®. Lifecell corporation.
sanguineos, colagenos,

proteoglicanos y elastina. I.a matriz extracelular contiene los canales de vasos
sanguineos, los cuales sitrven como conductos para la revascularizaciéon. Los
colagenos, elastinas y reticulinas conservadas y en suma con la del tejido receptor

inician la revascularizacién y repoblacion celular (Lifecell corporation, 2002a).
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Dia nimero 45, una vez
injertado Alloderm®. Lifecell

corporation.
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Al dia 180, el injerto es naturalmente remodelado dentro de los tejidos del

paciente y termina el proceso de reparacion sin la producct ibrosis (Lifecell

Vasos

corporation, 2002a). )
sanduineos

OBJETIVO GENERAL

> Describir histologicamente la respuesta local del area receptora al

implante de una matriz acelular en un modelo experimental en conejo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Identificar y caracterizar histolégicamente, a través del tiempo, en la

zona implantada:
¢ l.a infiltracidon celular.
¢ l.a matriz extracelular fibrilar.

¢ lLa actividad proliferativa de las células que infiltran el
implante.

>  Evaluar en el iempo el lecho vasculat.
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2. MATERIALES Y METODOS

Injertos.
Implantes de Matriz dérmica acelular Alloderm®, diez muestras,

Laboratorio LifeCell, Palo Alto, California.

Animales.
Diez conejos, utilizados como modelo experimental en el Servicio de
Cirugfa de Animales Pequefos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Ciencias

Pecuarias de la Universidad de Chile.

Materiales para las tinciones.

Las muestras fueron tefiidas por los métodos de: Hematoxilina-Eosina (H-
.E) para observar nucleos o restos celulares, Van Gieson (v.G.) para observar
fibras colagenas, Método del acido Peryédico Schiff (P.A.S.) para observar la
presencia de mucopolisacaridos (Lopez ez al., 1982; Celani de Bassi e al., 1992).

Ademas, se utiliz6 inmunomarcacion con Antigeno Nuclear de
Proliferacion Celular (PCNA), proteina nuclear de 36 kd. El Antigeno Nuclear de
Proliferacién Celular es un cofactor para la enzima DNA & polimerasa,
involucrado en la sintesis y reparacion de DNA, cumpliendo un rol fundamental
en la replicaciéon semiconservativa de DNA, la mayor concentracion de PCNA

se alcanza en la fase tardfa de G1 y S, declinando rapidamente en G2, M e inicio

de G1 (Fairman, 1990; Shivji ez a/, 1992; Boenisch, 2002).
Equipos.

Microscopio Optico Nikon Eclipse E600.
Camara video digital CoolSnap-Pro; Media Cybernetic.
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Obtencion de muestras.

Las muestras fueron obtenidas a partit de tres conejos de los diez
implantados en la cara interna de la oreja izquierda, en cuatro incisiones
distribuidas equidistantes a lo largo de su eje mayor; y retiradas semanalmente a

lo largo de un mes a partir del 7° dia post implantacion.

Tratamiento de muestras.

Una vez retirados los implantes fueron fijados en formalina al 10% por 24
horas, para luego ser procesados segin las técnicas convencionales para tejidos
incluidos en parafina en el equipo Autotécnico Shandon Citadle 2000 (Lopez et
al., 1982; Celani de Bassi ¢7 al., 1992). (Anexo V)

Las muestras fueron cortadas en forma semiseriada, con un grosor de 5

um, por medio de un micrétomo de rotaciéon Leitz, y fueron montadas en
portaobjetos con albumina.

Las placas fueron tefiidas por los métodos de: Hematoxilina-Eosina
(anexo V1)), Van Gieson (anexo VII), Método del acido Peryédico Schiff (anexo
VIII). La tincién Hematoxilina-Eosina permite evidenciar la presencia de nicleos
celulares, por medio de la tincién de color azul (Hematoxilina), y ademas tifie el
citoplasma celular de color rojo-rosado (Eosina). La tincién van Gieson permite
diferenciar las fibras colagenas al tefirlas de color rojo brillante. El método
del acido Peryodico Schiff, permite la tinciéon de glicosaminoglicanos de color
fucsia, presentes en las membranas basales (Lopez ef al., 1982; Celani de Bassi ¢#
al., 1992).

Para la inmunomarcacién con antigeno de proliferacion celular (PCNA)
(anexo IX) los cortes fueron montados en portaobjetos silinizados (anexo X). Se
investigd la presencia y tipo de elementos celulares como respuesta al implante de

la matriz acelular, describiendo la actividad de proliferaciéon de las células que
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infiltraron el implante mediante inmunomarcacién con antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA). Con este fin se utiliz6 un anticuerpo monoclonal
(Acm) primario PC10, anti-antigeno nuclear de proliferacion celular (antiPCNA)
(Novocastra, Newcastle, UK, clone PC10), que corresponde a una IgG de raton.
Como anticuerpo secundario se utilizo la porcion Fab de anticuerpo de burro,
anti-IgG de ratén, conjugado con fosfatasa alcalina (Biosource S.A., C.A,
EEUU), que reconoce al Acm primario. La reacciéon inmunohistoquimica se

visualizo con Fast Red, que da un color rojo a las células en proliferacion

(Boenisch, 2002).

Analisis de los resultados.

Se realizé una descripcion histologica por cada tincion y semana. Ademas
se realizo una descripcion de los resultados obtenidos, del estudio de 5 campos
por corte, expresandolos como numero absoluto de observaciones por campo y

entregando un promedio.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Primera semana.

Segun la técnica Hematoxilina- Eosina, fue posible observar que en el area
implantada se podian diferenciar dos zonas, una por la cual el implante era
infiltrado y otra no, encontrandose opuestas (Figura 1).

La zona que no se encontraba infiltrada, borde libre, se observaba una
linea de células infiltrativas dispuestas una al lado de otra, correspondiendo a
menos de un tercio del total de la superficie del implante. Esto puede ser
explicado porque el implante de Alloderm® debe ser colocado con la superficie
que viene marcada hacia arriba, de este modo, el borde que no se encuentra
infiltrado corresponderia a la zona marcada, que a su vez corresponde a la zona
de epidermis que fue retirada, por lo tanto a la membrana basal que permanece
ofrece mayor resistencia a la infiltraciéon celular. En el procedimiento estandar,
recomendado por los fabricantes, el implante comienza a ser infiltrado en un
inicio por la zona correspondiente a la dermis acelular, como ha sido descrito por
sus fabricantes en el estudio realizado por LifeCell Corporation en el 2002
(Figura 2).

Ademas, las células infiltradas fueron observadas entre las fibras
colagenas, describiéndose unas células con nucleo tefiido de azul, irregular y
lobulado, correspondiendo a células del tipo Polimorfonucleares (PMN), segun
lo descrito en la literatura por Banks en el 1981. Dentro de las células observadas
entre las fibras colagenas fue posible la observacion de algunas células en las que
se podia describir en su citoplasma granulos tenidos de color rojo, en otras
células los granulos tefiidos de color azul y en otras células se observo el

citoplasma claro, por lo tanto, sin afinidad acida ni basica, correspondiendo a
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Eosinoéfilos, Basofilos y Neutréfilos, respectivamente coincidiendo con lo

descrito por Gazquez (1991).

También fue posible la observaciéon de células fusiformes de citoplasma
basofilico con prolongaciones citoplasmaticas, correspondiendo a la morfologia
celular descrita por varios autores para fibroblastos (Gazquez, 1991; Eurell y Van
Sickle, 1998).

Por otra parte, fue posible observar células de nucleo esférico,
intensamente tefiido y con citoplasma escaso, siendo coincidente con lo descrito
en la literatura para linfocitos (Tizard, 1995; Cotran ez a/., 2000).

Por ultimo fueron observadas células con nucleo en forma de herradura,
de posicion excéntrica y con citoplasma basoéfilo, siendo este tipo celular las
predominantes, corresponden segun Banks (1981) a células mononucleares,
monocitos-macréfagos, lo cual establece un patron histologico de inflamacion de
tipo cronica, que se puede confirmar ademas con la presencia de células
linfociticas, las cuales en conjunto, reflejan una reaccidon persistente del
organismo frente al implante, discrepando con lo establecido por los fabricantes
del implante (LifeCell Corporation, 2002a; LifeCell Corporation, 2002b).

Ademas, fueron observadas células gigantes multinucleadas, tipo
epitelioide, que representan a una inflamacion crénica de tipo granulomatosa, la
cual se presenta en presencia de cuerpos extrafios al organismo, por lo tanto, esto
implica una respuesta de rechazo frente al implante por parte del hospedero,
contradiciendo lo planteado por los fabricantes del implante (LifeCell, 2002a;
LifeCell, 2002b).

Los bordes superior e inferior se encontraban sin mayores diferencias,
siendo ambos infiltrados por los mismos tipos celulares. Para la primera semana

el promedio de 4rea infiltrada, con la tincién H-E, correspondié a 1174 um®.
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En los cortes histolégicos tefiidos con la tincion van Gieson, para la

ptimera semana el promedio de 4rea infiltrada, cotrespondié a 5257 um®

Ademas se pudo observar, que en la zona correspondiente al borde libre, el
colageno fue tefiido de color rojo intenso, de forma fibrilar, regular y con
disposicién de haces entrecruzados que formaron una red de fibras gruesas, en
cambio en la zona opuesta, la zona infiltrada, se encontraba tefiido de color
rosado suave, de forma fibrilar, irregular y manteniendo la disposiciéon de haces
entrecruzados, pero en este caso se formaba una red fibras delgadas, lo cual es
posible de entender porque a este borde libre aun no llegaban células de tipo
inflamatorio como son los PMN, por lo tanto, la estructura del implante se
encuentra sin variaciones, en cambio en la zona opuesta ya se encontraba
infiltrada por PMN y mononuclares, sufriendo un proceso inflamatorio en esta
zona, con destruccion tisular producida en una inflamacién crénica, como se
describe en la literatura por Gazquez (1991) y por Cotran ez a/. (2000).

Por medio del método del acido Peryédico Shiff, el area medida para la
ptimera semana, correspondié a 2854 pum®. Ademas fue posible observar la
membrana basal tefiida de color rojo delimitando el perimetro de pequefios
vasos sanguineos en desarrollo, principalmente, en la zona periférica del
implante. Los vasos sanguineos de neoformacioén presentaron distintos calibres,
se encontraron rodeados de colageno con disposicion circular y se orientaron
desde la periferia hacia medial, por lo tanto, corrobora lo establecido por sus
fabricantes respecto a que la matriz permite la angiogénesis, lo cual se encuentra
descrito por LifeCell Corporation en el 2000 y por Heimbach e7 a/. (1988).

Segun la técnica de inmunohistoquimica PCNA, el area medida
correspondié a 111 um® Fue posible describir la presencia de células en
proliferacién, con ntcleo de color rojo, las cuales se encontraban, principalmente,

en la periferia, alrededor de los vasos sanguineos. Las células que fueron
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Segunda semana.

A través de la técnica H-E (figura 3), la infiltracion celular se observé mas
homogénea y avanzada hacia la zona medial del implante, en comparacion con
la semana anterior, el 4rea medida correspondi6 a 3151 um® Por otra parte,
en el borde libre se observé una baja infiltracién celular y con la misma
disposiciéon lineal antes descrita. Los bordes superior e inferior del implante,
fueron infiltrados en forma mas homogénea y mas marcada. La zona opuesta al
borde libre que se encontré infiltrada aproximadamente en un tercio del total de
la superficie del implante, por lo tanto, el implante acelular se comporté como
una matriz para las células provenientes del paciente, tal como fue descrito por
sus fabricantes, permitiendo la repoblacion celular (LifeCell Corporation, 2000a).

Los tipos celulares que infiltraron el implante, como ya se establecio,
correspondieron predominantemente a las células del tipo mononucleares, sin
mayores cambios de lo descrito para la primera semana, exceptuando en que
existe una mayor cantidad de Fibroblastos, y que fue posible observar células de
forma ovoide, citoplasma baséfilo, nucleo esférico y excéntrico, que segun lo
descrito por Banks en 1981, corresponderian a plasmocitos, lo cual vuelve a
confirmar una inflamacién cronica, ya que al igual que los linfocitos y
macrogafos, son células que representan este tipo de respuesta (Gazquez, 1991;
Cotran et a/, 2000).

A través de la tincién van Gieson (figura 4), el area medida correspondio a
4560 um?®, fue posible apreciar que en la zona medial del implante, el colageno se
presenté como una red de fibras colagenas densa, de color rosa intenso, madura
y de haces entrecruzados, en cambio en la zona mas periférica correspondié a
una red de fibras laxas, de color rosa palido e inmaduras, confirmando el hecho

de que las células inflamatorias tienen un efecto de destruccion celular (Gazquez,

1991; Cotran ez al, 2000).
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Al observar los cortes histologicos tenidas por el método P.A.S., el area
medida correspondié a 1463 pum?®, fue posible observar la membrana basal de
vasos sanguineos en desarrollo, tefiidos de color rojo-purpura, encontrandose
principalmente en la zona periférica del implante, los vasos sanguineos
mantuvieron la orientacién desde la periferia hacia medial, confirmando lo
establecido anteriormente. Ademas fue posible describir la presencia de
mastocitos, células que poseen granulos que contienen heparina y serotonina,
relacionados con la dilataciéon y contracciéon de vasos sanguineos, por lo tanto,

relacionados con el proceso de inflamacién (Cotran ez a/, 2000).

Segun la técnica de inmunohistoquimica PCNA, fueron evidenciadas una
mayor cantidad de células positivas, correspondiendo a un area medida de 163
um’, en comparacién con la primera semana, de estas células una parte
importante fueron encontradas alrededor de pequefios vasos sanguineos en
formacion. También fue posible establecer, con PCNA, la presencia de células
en proliferaciéon del tipo fusiformes y otras células de tipo grandes y globosas que
se encontraron a nivel mas central del implante, correspondiendo a fibroblastos
y mastocitos, ademas fue posible observar la presencia de endoteliocitos en

proliferacion (Shivit ez al., 1992; LifeCell Corporation, 2000a).
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Figura 3. Tinciéon Hematoxilina- Eosina
100X. Dia 14.
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Figura 4. Tincién van Gieson 40X. Dia 14.




Tercera semana.

Con H-E (figura 5 y 6), se pudo establecer que la zona infiltrada
cotrespondia aproximadamente a 2/3 del 4rea total del implante, por lo tanto, el
proceso continu6 avanzando en el tiempo, correspondiendo a un area de 3306
um’. El borde libre pierde la estructura lineal y se observa una infiltracién celular
en forma homogénea todo el implante, coincidiendo con lo descrito por sus
tabricantes. El patron de células infiltradas sigue siendo el mismo que en las
semanas anteriores y sélo se aprecia un aumento en la cantidad de plasmocitos y
de células epitelioides (figura 6), llegando incluso a observarse varias células
epitelioides una al lado de otra, lo cual vuelve a confirmar la presencia de un
proceso inflamatorio crénico granulomatoso (Gazquez, 1991; Cotran ez a/, 2000,
LifeCell Corporation, 2000a).

Ademas, es posible observar, por medio de la técnica van Gieson, que la
area medida para esta semana y tincién correspondié a 3754 um® Ademais es
posible evidenciar que la matriz extracelular observada en la zona infiltrada,
correspondio a una estructura laxa y fragmentada, de color rosa palido, granular y
con detritus celular, en cambio en la zona con infiltracion celular leve o nula, el
colageno se encontraba tefnido de color rosa y con disposicion fibrilar, sin
detritus celular, lo cual vuelve a establecer la diferencia entre zona con infiltracion
celular y sin, como ya se establecié anteriormente (Gazquez, 1991; Cotran et a/,
2000).

En los cortes histologicos tefiidos con P.A.S., el area medida correspondio
a 3666 um*. Fue posible observar la membrana basal de vasos sanguineos de
neoformaciéon maduros, que a diferencia de las semanas anteriores, se
encontraron tanto en la zona medial como en la periferia, correspondiendo a lo
establecido por sus fabricantes, demostrando que el implante permite el proceso

de angiogénesis a través de la matriz (LifeCell Corporation, 2000a).
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También fueron observadas células con nucleo en forma de herradura, de
posicion excéntrica y con citoplasma basoéfilo con restos celulares en su interior,
correspondiendo a lo descrito en la literatura a macréfagos (Gazquez, 1991).

Segin la técnica van Gieson, el 4rea medida correspondié a 3966 um®. La
matriz extracelular correspondié en su gran mayorfa a una matriz laxa y granular,
tefiida palidamente y con detritus celular, en cambio, en la zona restante la matriz
fue densa, fibrilar, tefiida de color rosa intenso y sin detritus celular, por lo que,
se puede inferir que la mayoria de la matriz se encontraria en digestion, por parte
de macrofagos y por el proceso inflamatorio existente (Gazquez, 1991; Cotran ef
aly 2000).

En los cortes histologicos, en los cuales se utilizé la tincion P.A.S., el area
medida correspondi6 a 3101 um®. Se pudo apreciar la membrana basal de vasos
sanguineos de neoformaciéon a través de todo el implante y en mayor
concentracion, demostrando que el implante permite la angiogénesis,
confirmando lo establecido por los fabricantes (LifeCell Corporation, 2000a).

Gracias a la técnica PCNA se midi6 un area correspondiente a 86 um?  Se
pudo observar células en proliferaciéon a través de toda la zona implantada, se
evidenciaron células inmunopositivas indiferenciadas con prolongaciones
citoplasmaticas, de tipo fusiforme y nuevamente alrededor de vasos sanguineos
de neoformacion a lo largo de toda la extension del implante, coincidiendo con lo

descrito por los fabricantes (LifeCell Corporation, 2000a).
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Figura 9. Tincién Hematoxilina- Fosina 100X
Dia 28.




Infiltracion celular.

En los cortes histolégicos, el proceso de infiltraciéon celular fue en
aumento a través del tiempo. Lo cual corresponde a lo descrito por distintos
autores en la literatura con respecto a los implantes de piel (Demon internet UK,
1996; Demling e7 al., 2000c; LifeCell Corporation, 2002a).

Ademas, se puede establecer que la matriz acelular, Alloderm®, fue capaz
de dar un sostén adecuado a las células propias del paciente y lo que permitiria
una repoblacién celular, concordando con lo descrito por los fabricantes y otros
autores (Demon internet UK, 1996; Demling ¢ a/., 2000b; Demling e# al., 2000c;
LifeCell Corporation, 2002a)

La infiltracion celular descrita, corresponde principalmente a células del
tipo mononucleares: monocitos y macrofagos, Ademas de fibroblastos,
linfocitos, células de tipo epitelioide (gigante multinucleada), mastocitos,
plasmocitos y polimorfonucleares: eosinofilos, basofilos y neutréfilos, células que
se encuentran en procesos inflamatorios crénicos de tipo granulomatoso, como
establece la literatura, sin embargo contradice lo descrito por los fabricantes del
injerto, los cuales informan que no se produce una reaccién inmunogénica por
parte del paciente (Gazquez, 1991; Demon internet UK, 1996; Demling e# 4/,
2000c; Cotran et al, 2000; LifeCell Corporation, 2002a).

Colageno.

La formacién de colageno depende de la presencia y proliferacion de
tibroblastos; durante el tiempo implantado los fibroblastos dejan de multiplicarse
y el colageno secretado comienza a polimerizar y es producido en menor
cantidad. Ademas se debe tener en consideracion, que en la zona implantada esta

ocurriendo un proceso de inflamacién y reparacion, con el cual se producitian
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cambios celulares e incluso muerte de distintos tipos celulares. En el grafico 1, se
puede ver que el colageno disminuye levemente semana a semana, esto es posible
de explicar, ya que a medida que la piel va adquiriendo las propiedades de
resistencia y elasticidad, el colageno tiende a disminuir, ya que comienza a
producirse el proceso de remodelacion de la matriz, por medio de las
metaloproteinasas, enzimas que degradan los componentes de la matriz
extracelular y asi permitir una adecuada formacion del tejido conjuntivo, evitando

la acumulacion excesiva de colageno I, evitando cicatrices y escaras (Heimbach ef

al., 1988; Wainwright, 1995; Matsui e# al., 1996).

Glicosaminoglicanos.

El cambio que se observa, a través del tiempo, en la concentraciéon de
glicosaminoglicanos (GAG’s), moléculas presentes en la membrana basal de
vasos sanguineos, coincide con el proceso de remodelaciéon que sufren los
GAG’s por medio de la acciéon de las metaloproteinasas, estromelisinas, las
cuales degradan y reestructuran el tejido en formacién permitiendo adquirir las
caracteristicas de turgencia y capacidad de resistir fuerzas de compresiéon. Como
ya se habia establecido, el estroma intersticial corresponde en parte a
glicosaminoglicanos y a protefnas no colagenosas. La funcién de los GAGs
corresponde a lubricaciéon y permite la unién entre las fibras de colageno.
(Cotran e al., 2000). En el grafico 1, es posible establecer que en la primera
semana del implante se produce un aumento de GAGs, pero a partir de esta
semana hasta la siguiente la concentracion de estos elementos disminuyen, para

volver a aumentar en las semanas posteriores.
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Area medida para vG (Colageno), HE (Nucleos y restos celulares),
P.A.S. (Mucopolisacéridos) y PCNA (Células en proliferacién).
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CONCLUSIONES

En los implantes se observan 2 zonas, una que infiltra rapidamente y otra
que infiltra lentamente, correspondiendo en este udltimo caso a la
membrana basal. El proceso de infiltraciéon celular fue en aumento a

través del tiempo.

¢ El colageno tipo I permitié la infiltracién celular, actuando como andamio,
permitiendo la repoblacién celular por parte del hospedero. Ademas el
colageno fue disminuyendo a través del tiempo, correspondiendo con el

proceso de remodelacion tisular.

Segun el patrén de infiltracion celular; monocitos, macréfagos, neutrofilos,
basofilos, eosinodfilos, plasmocitos, fibroblastos y células gigantes
multinucleadas , fue posible establecer que se produjo una inflamacién
cronica de tipo granulomatoso, la cual se  establece en procesos

inflamatorios a cuerpos extrafos.

El implante facilita la formacioén de nuevos vasos sanguineos.

¢ La inmunotinciéon con PCNA permitié6 observar la repoblacién celular a

través de todo el implante.

El implante no es tan inofensivo, ya que induce una reaccioén inmune por

parte del hospedero.
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ANEXOS

Anexo I

Tabla de origen grafico 1.

semana
Tinciéon Datos 1 2 3 4
HE Cuenta de area medida 15 15 15 15
Promedio de area
medida (um?) 1174 3151 3306 4429
Desvest de area
medida 1396,29 2050,88 3740,67 5439,35
P.A.S Cuenta de area medida 15 15 15 15
Promedio de area
medida (um?) 2854 1463 3666 3101
Desvest de area
medida 1579,17 695,93 1909,58 2435,43
PCNA Cuenta de area medida 10 10 10 10
Promedio de area
medida (um?) 111 163 60 86
Desvest de area
medida 69,54 81,97 49,18 91,13
vG. Cuenta de area medida 15 15 15 15
Promedio de area
medida (um?) 5257 4560 3754 3966
Desvest de area
medida 1999,77 930,87 1558,64 2325,58
Total Cuenta de area
medida 55 55 55 55
Total Promedio de area
medida 2552,454545 2644,6 | 2936,381818 3065,8
Total Desvest de area
medida 2424,245868 | 1985,724393 | 2666,073819 | 3817,11212
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Anexo II
Método de inclusion de tejidos en parafina o Paraplast (Autotécnico)

(Lopez et al., 1982)

Procedimiento:

¢ Fijar los tejidos en la solucién adecuada, cuidando de identificar

correctamente las muestras.
Lavar si es necesario.
Alcohol al 70% por una hora.
Alcohol al 95% por una hora.

® & o o

Alcohol al 95% por una hora.

4

Alcohol al 100% I por una hora.
Alcohol al 100% II por una hora.
Alcohol al 100% III por dos horas.
Xilol I por una hora.

Xilol II por una hora.

® & & oo o

Xilol III por una hora.

<

Paraplast I por dos horas.
¢ Paraplast II por dos horas.

¢ Inclusién en Paraplast.
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Anexo III
Método de tincion Hematoxilina- Eosina (H-E)

(Lopez et al., 1982)

Procedimiento:

¢  Desparafinar los cortes e hidratar hasta el agua destilada de acuerdo al

siguiente esquema:
= Xilol I por 10 minutos.
= Xilol IT por 10 minutos.
= Xilol IIT por 5 minutos.
= Alcohol 100% por 5 minutos.
= Alcohol 100% por 5 minutos.
= Alcohol 96% por 5 minutos.

= Alcohol 70% por 5 minutos.

Nota: después de cada paso dejar escurrir el exceso de solvente.
¢  Lavar en agua destilada 5 minutos.

¢ Tincidn nuclear con hematoxilina durante 2 a 3 minutos.

¢ Lavado abundante en agua corriente

¢  Carbonato de litio por 3 minutos.

¢ Lavado en agua corriente y corriendo por 5 minutos.

¢ Limpiar placa con gasa.

¢ Tincién citoplasmatica con eosina al 1% durante 5 minutos.

¢ Lavado rapido en agua destilada.
¢  Deshidratar en:
= Alcohol de 95% rapido.
= Alcohol de 100% I rapido.
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= Alcohol de 100% II rapido.

= Alcohol de 100% III por 5 minutos.
¢ Aclarar en:

= Xilol I fenicado por 5 minutos.

= Xilol IT por 5 minutos.

= Xilol III por 5 minutos.

¢ Montar en resina sintética.
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Anexo IV
Método para identificacion de fibras colagenas.
Método de Van Gieson (vGG)
(Lopez et al., 1982)

Procedimiento:

¢

¢

Desparafinar e hidratar hasta agua destilada.

Tincién nuclear con Hematoxilina Férrica de Weigert, durante un minuto en

placa

Lavar abundantemente en agua corriente, minimo 10 minutos o hasta que los

nucleos se observen nitidamente
Lavar en agua destilada por 3 minutos.
Tedir en la solucién de Van Gieson o de Picro-Ponceau durante 30 segundos.

Colocar directamente en alcohol de 95%, primero un bafio rapido y luego un

bano de 5 minutos.

Deshidratar en alcohol absoluto, aclarar en Xilol y montar en resina sintética.
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Anexo V
Método del Acido Peryédico Schiff (P.A.S.).
(Lopez et al., 1982)

Procedimiento:

¢

¢

® & & oo o

Desparafinar e hidratar hasta el agua destilada.
Acido Peryédico al 1% por 10 minutos.

Lavar en agua corriente 5 minutos y luego 3 lavados en agua destilada por 5

minutos cada uno.

Reactivo de Schiff por 30 minutos a temperatura ambiente.

Lavar en Agua Sulfurosa, recién preparada, tres bafios de 5 minutos cada uno.
Lavar en agua corriente por 10 minutos.

Tincién nuclear con Hematoxilina por 2 minutos.

Deshidratar, aclarar en Xilol y montar en resina sintética.
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Anexo VI
Método Inmunohistoquimico para Proliferacion Celular (PCNA)

(Boenisch, 2002)

Los cortes seran desparafinados.

Lavado dos veces en tamp6n Tris/Salino 0.1 My pH 7.6 por 10 minutos cada
uno.

Procedimiento de recuperacion de antigeno para lo cual, se colocan los cortes
en un recipiente con una solucién tampon, con agua destilada hasta completar
el volumen inicial. Este recipiente debera estar contenido en un segundo
recipiente que contenga 300 ml de agua destilada durante la exposicion al
microondas y posteriormente se enfriaran a temperatura ambiente por 20

minutos.

Lavado de los cortes en agua destilada y dos veces en tampon Tris/Salino por
10 minutos cada uno.

Lavado en tampén bloqueador de fosfatasa alcalina endogena por 10 minutos,
pata luego incubar en 50 pl de tampén Tris/Salino 1:100 con anticuerpo
primario monoclonal PC10, para detecciéon de PCNA durante toda la noche a
temperatura ambiente.

Lavado de los cortes en tampdn Tris/Salino 3 veces por 10 minutos cada uno
en agitacion.

Incubacién por 30 minutos a temperatura ambiente en 50 pl de una solucién
tampdn Tris/Salino 1:500 de anticuerpo secundario policlonal conjugado con
fosfatasa alcalina.

Lavado de los cortes en tampdn Tris/Salino 3 veces por 10 minutos cada uno

en agitacion.
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¢ Aplicacion de la solucion reveladora, agregando 10 pl de sustrato para
fosfatasa alcalina y se dejan las muestras en la oscuridad por 5 minutos
aproximadamente hasta que empiece a aparecer un color rojo.

¢ La reaccién se detendrd con un lavado de Ttris/Salino por 2 minutos y lavado

en agua destilada por 2 minutos.

¢ Realizar una tincién nuclear rapida con Hematoxilina en 10 segundos y

posterior montaje en gelatina de Kaiser.
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Anexo VII
Silinizacién de portaobjetos

(Boenisch, 2002)

Procedimiento:

¢

Limpiar los portaobjetos con solucién de alcohol-clorhidrico (etanol de 95%

con 0.5% de HCL). Secar con pafio o papel absorbente sin pelusas.
Enjuagar en acetona pura p.a. por 1 minuto.

Sumergir los portaobjetos en solucién de 3-Aminopropyltriethoxysilane al

2% en acetona pura p.a. durante 3 minutos.
Enjuagar en acetona pura p.a. por 15 segundos.
Secar rapidamente utilizando aire caliente (secador de pelo).

Dejar secar durante 1 hora a 60°C. O toda la noche a temperatura ambiente
en canastillo o caja. Durante el secado los portaobjetos deben permanecer

separados entre si.

Mantener guardados en cajas cerradas libres de polvo.
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