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RESUMEN

Las soluciones de superoxidacion son de uso comun en la
curacion de heridas; sin embargo, se desconocen cientifi-
camente los efectos de los mismos en la angiogénesis del
tejido de granulacion. Utilizamos seis perros de la raza
Mongrel, a los que, bajo sedacion y anestesia local, reali-
zamos seis heridas de 6 x 4 cm en el dorso de cada uno y
los dividimos en dos grupos: grupo control (con solucién
fisiol6gica) y grupo experimental (con Microdacyn®). Las
curaciones las realiz6 una sola persona de manera cegada
cada 72 horas por tres semanas. Tomamos biopsias en sa-
cabocado los dias 1, 6, 14 y 22, para identificar la densidad
vascular e inflamacion, mediante tincion con hematoxilina
y eosina. Para el anlisis estadistico utilizamos el programa
SPSS versidn 20.0 (las variables categoricas se analizaron
mediante la prueba y?). En total, fueron 144 biopsias: 72
en cada grupo. En cantidad de vasos no encontramos
diferencias significativas entre ambos grupos en las se-
manas 0, 1, 2y 3, con valores de p de 0.710, 0.531, 0.362
y 0.487, respectivamente. En cantidad de inflamacion no
encontramos diferencias significativas entre ambos grupos
en las semanas 0, 1y 3, con valores de p de 0.146, 0.717
y 0.591, respectivamente, mientras que en la semana dos
hubo diferencia significativa, con p = 0.006. Concluimos
que en la angiogénesis entre ambos grupos no encontramos
diferencia significativa. E1 Microdacyn® no tiene efecto de
neoformacion vascular del tejido de granulacion compara-
do con la solucion fisiologica.

ABSTRACT

Super-oxidation solutions are commonly used in wound
dressing; however, the effects of these on the angiogenesis
of granulation tissue are scientifically unknown. We used
six Mongrel dogs, to which under sedation and local
anesthesia we inflicted six wounds of 6 x 4 cm on the
back of each one and divided them into two groups: a
control group (treated with physiological solution) and
an experimental group (treated with Microdacyn®). Cures
were performed by a single person in a blinded manner
every 72 hours for three weeks. We took punch biopsies
on days 1, 6, 14 and 22, to identify vascular density and
inflammation, by staining with hematoxylin and eosin. For
the statistical analysis we used the SPSS program version
20.0 (the categorical variables were analyzed using the y*
test). In total there were 144 biopsies: 72 in each group.
In the number of vessels, we did not find any significant
differences between both groups in weeks 0, 1, 2 and 3, with
p values of 0.710, 0.531, 0.362 and 0.487, respectively.
In the amount of inflammation, we found no significant
differences between both groups at weeks 0, 1 and 3, with
p values of 0.146, 0.717 and 0.591, respectively, while in
week two there was a significant difference, with p = 0.006.
We conclude that in the angiogenesis between both groups
we did not find a significant difference. Microdacyn® has
no effect of vascular neoformation of the granulation tissue
compared with the physiological solution.

INTRODUCCION

| proceso de cicatrizaciéon es complejo y
requiere de la colaboracion de diferentes
tejidos y lineas celulares. Las lesiones inician
una cascada de eventos morfoldgicos y fisiopa-
tolégicos que incluyen el proceso de inflama-

cioén, proliferacion y remodelacion de tejidos.’
El tejido de granulacién proporciona un medio
idéneo para la angiogénesis, movilizacion y
proliferacion de fibroblastos y sirve de andamio
para la migracion de las células epidérmicas.?

Se han utilizado muchos medicamentos,
como la sulfadiazina, iodopovidona, soluciones
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con perdxido de hidrégeno y ungtlientos de
antibidtico para tratar las heridas; sin embargo,
ninguno ha reportado eficacia en la cicatriza-
cién de las heridas.? Diversos factores dismi-
nuyen la formacién de tejido de granulacion,
como la infeccién, colonizacion bacteriana,
sustancias irritantes, insuficiente irrigacion y
tejido necrético en la herida.*>

La angiogénesis consiste en la formacion de
vasos sanguineos nuevos a partir de los vasos
preexistentes.®” Se asocia con la produccion de
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
que promueve la neovascularizacién al estimular
la proliferacion de células endoteliales® y se puede
evaluar por medio de microscopia.® Se ha evalua-
do la angiogénesis en animales en diferentes es-
tudios con tinciones con hematoxilina-eosina.%3

Las soluciones de superoxidacién son proce-
sadas mediante electrélisis, formando especies
reactivas de cloro y oxigeno. Estas especies re-
activas pueden danar potencialmente los acidos
nucleicos, proteinas y lipidos.# Las soluciones de
superoxidacion a pH neutro (Microdacyn®) se
utilizan en productos para el cuidado de heridas
en varios paises.* El Microdacyn® no induce
sensibilizacion o irritacion en la piel en estudios
en animales; sin embargo, es preocupante el
potencial dafo oxidativo a las células humanas.*

Debido a que en nuestro medio se utilizan
de manera rutinaria las soluciones de superoxi-
dacién en el manejo de heridas y actualmente
no hay estudios que muestren los efectos de
dichas soluciones en la angiogénesis del tejido de
granulacién de las heridas, el objetivo de nuestro
estudio es demostrar los efectos de la solucién
de superoxidacion (Microdacyn®) en la neo-
formacion vascular en el tejido de granulacion.

MATERIALY METODO

Realizamos un estudio experimental, aleatoriza-
do, comparativo, prospectivo, doble ciego, que
se llev6 a cabo en las instalaciones del bioterio
del Departamento de Fisiologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn, en el periodo de tiempo del 10 de junio de
2014 al 26 de mayo de 2015. Mediante muestreo
no probabilistico por conveniencia incluimos
perros de la raza Mongrel de uno a tres afios de
edad, con peso de 20 a 30 kg. Excluimos a perros
con enfermedad clinica y eliminamos a cualquier

perro que, por enfermedad o muerte, no pudiera
concluir el estudio. Los perros fueron tratados
de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para
las especificaciones técnicas en la produccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM
06-Z00-999). Los procedimientos quirdrgicos y
curaciones se realizaron bajo sedacion (ketamina
5 mg/kg y midazolam 0.2 mg/kg) y anestesia local
(lidocaina 1%). Se produjeron seis dreas cruentas
en el dorso de cada perro de 6 x 4 cm (Figura 1),
incluyendo piel y tejido celular subcutaneo y se
asigné un niimero a cada herida (Figura 2). Se
tomd biopsia en sacabocado en la fascia muscular
mediante dispositivo punch de 5 mm de la marca
Miltex® (Figura 3). Dividimos las heridas en dos
grupos: al grupo 1 (control) se hicieron curaciones
con solucion fisioldgica y al grupo 2 (experimen-
tal) con solucién de superoxidacién (Microda-
cyn®). Después de cada curacion cubrimos las
heridas con parche hidrocoloide. El investigador
principal (cegado) tenia la solucién de limpieza
en seis botes idénticos numerados, aleatorizados
por un segundo investigador (Figura 4).

Las curaciones se realizaron a las 24 horas
después de las heridas y se siguié cada 72 horas
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Figura 2. Realizacion de heridas en el dorso del modelo
animal.
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hasta cumplir tres semanas. Se tomaron cuatro
biopsias a cada herida los dias uno, seis, 14 y
22 de realizadas las heridas. El anlisis de las
biopsias se hizo en el Servicio de Anatomia
Patolégica del Hospital Universitario UANL;
el patélogo recibié las muestras de manera
cegada para identificar densidad vascular e
inflamacién. Para densidad vascular mediante
tincién de hematoxilina y eosina, la presencia
o ausencia de tejido de granulacion; en caso de
existir, se clasificé en abundante, moderada o
escasa (Figura 5). Para inflamacion, la presencia

Figura 3. Toma de biopsia mediante dispositivo punch
de 5 mm.

Figura 4. Aleatorizacion de frascos con soluciones de
curacion.

o ausencia de inflamacién y en caso de existir,
se clasificé como leve, moderada o abundante.

Los datos obtenidos se introdujeron en una
base de datos de Excel disenada ex profeso; las
variables categéricas se analizaron mediante
%%, con una confiabilidad del 95%. Se utiliz6
el programa SPSS versién 20.0. El estudio fue
revisado y aprobado por el Comité de Ftica
en Investigacién de la Facultad de Medicina
de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
y Hospital Universitario (Registro con Clave
CP14-001).

RESULTADOS

Estudiamos a seis perros; a cada uno se le rea-
lizaron seis heridas en el dorso y se efectuaron
seis curaciones en total a cada herida y se
tomaron 24 biopsias a cada perro. El total de
biopsias fue de 144: a cada grupo 72 biopsias
(Cuadros Iy I1) (Figuras 6 a 9).
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Figura 5. Abundantes vasos sanguineos, tejido de gra-
nulacion presente.

Cuadro I. Comparativa de densidad vascular entre ambos grupos.

Grupo experimental Grupo control
Ausente Leve Moderado ~ Abundante  Ausente Leve Moderado  Abundante  Valor de p
Semana 0 1 1 5 1 1 10 7 0 0.710
Semana 1 0 1 B 12 0 0 4 14 0.531
Semana 2 0 1 1 16 0 0 3 15 0.362
Semana 3 0 0 6 12 0 1 4 13 0.487
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Cuadro 1. Comparativa de inflamacion entre ambos grupos.

Grupo experimental Grupo control
Ausente Leve Moderado  Abundante  Ausente Leve Moderado  Abundante ~ Valor de p
Semana 0 18 0 0 0 16 0 0 2 0.146
Semana 1 0 0 6 12 0 0 5 13 0.717
Semana 2 1 1 1 5 0 0 6 12 0.006
Semana 3 0 1 9 8 0 1 12 5 0.591
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Figura 6. Densidad vascular en el grupo experimental.
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Figura 8. Inflamacion en el grupo experimental.

DISCUSION

Evaluar la eficacia y seguridad de las sustancias
antisépticas para la curacion de heridas es una
practica comun para demostrar la actividad an-
timicrobiana y la disminucién de la irritacién de
la piel en modelos animales. Las soluciones de
superoxidacién han mostrado ser efectivos an-
timicrobianos con distintas aplicaciones clinicas.
Estas sustancias de superoxidacion de pH neutro
como el Microdacyn® tienen actualmente un
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Figura 7. Densidad vascular en el grupo control.
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Figura 9. Inflamacion en el grupo control.

amplio uso en la curacion de heridas sin inducir
irritacion en la piel en modelos animales, a pesar
de su alto potencial de éxido-reduccién.* Sin
embargo, una interrogante es el potencial de
induccion de estrés oxidativo en las células que
intervienen en el proceso de cicatrizacién cuan-
do utilizamos estas soluciones de superoxidacién
en las heridas. En nuestra apreciacién clinica
observamos una disminucién en la vascularidad
del tejido de granulacion al utilizar soluciones
de superoxidacion de pH neutro.
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Hasta el momento de la realizacion de este
estudio no encontramos evidencia cientifica de
los efectos de estas sustancias de curacién en
la vascularidad del tejido de granulacién, por
tal motivo realizamos un estudio experimental
para valorar el efecto del Microdacyn® en la
vascularidad del tejido de granulacién en un
modelo animal. Comparamos los efectos en
la vascularidad del tejido de granulacion del
Microdacyn® con la solucién fisiol6gica. La
vascularidad del tejido de granulacién entre
estos dos grupos fue similar, sin encontrar dife-
rencia estadisticamente significativa en las tres
semanas de seguimiento (p > 0.05).

En cuanto a la inflamacion, nuestros resul-
tados reportan una disminucién significativa
(p = 0.006) para el grupo experimental s6lo
en la semana dos de seguimiento, motivo por
el que serfa conveniente realizar mas estudios
clinicos con respecto a la inflamacién y el uso
de Microdacyn®.

En un estudio de viabilidad de fibroblastos
in vitro, los autores encontraron una viabilidad
de los mismos del 70% al estar en contacto
30 minutos con el Microdacyn®.* En nuestro
estudio no encontramos evidencia de dafo a
la vascularidad del tejido de granulacién en
el grupo curado con Microdacyn® cuando se
comparé con el grupo al que se le realizaron
curaciones con solucion fisioldgica.

El disefio de la herida de 6 por 4 cm se basé
en el concepto de la contraccién de la herida
dada por los miofibroblastos, evitando con esto
el cierre por segunda intencién.’ En un estudio
de heridas en perros para valorar la cicatrizacién
de heridas en el dorso, comparando ungtiento
de polietilenglicol (con propiedades de absor-
cién hidrica) con una pasta de prépolis (extracto
de plantas extraido por abejas), se realizaron
heridas de 3 cm de didmetro, encontrando una
contraccion y cicatrizacién de la herida del 87%
para el grupo de polietilenglicol y 96% para
el grupo de pasta de propolis a los 21 dias de
seguimiento.'

Una limitante del estudio es que, por cues-
tiones econémicas, no utilizamos la técnica de
inmunohistoquimica con anticuerpos CD34+
(células precursoras endoteliales) y anti-SMA
(anticuerpo contra musculo liso), como lo re-
portan estudios previos en los que evaluaron
la angiogénesis del tejido de granulacion.®>

La inmunohistoquimica permite la localizacién
microanatémica de su expresion (anticuerpo
especifico) y su correlacion con los parametros
morfolégicos, aumentando la sensibilidad y es-
pecificidad; sin embargo, las muestras de tejido
de granulacién fueron evaluadas por el patélogo
utilizando el método de hematoxilina/eosina
y microscopio de luz, reportando esta técnica
como (til y efectiva en estudios previos.'?16:17

Puntos a favor en el disefio de nuestro es-
tudio son la aleatorizacién de las heridas y que
éstas fueron doblemente cegadas, tanto para el
investigador encargado de las curaciones y biop-
sias como para el patélogo encargado de revisar
las mismas. Con esto disminuimos al maximo
cualquier sesgo en las muestras analizadas.

En el manejo avanzado de las heridas es
necesaria actualmente una cobertura que pro-
porcione y mantenga un ambiente himedo,
absorba el exudado, mantenga un intercambio
gaseoso, proteja del ambiente externo, aisle
térmicamente, tenga poca adherencia y sea
costo-efectiva (pocos recambios).!” En este
estudio elegimos el hidrocoloide por ser un
parche para la curacion de heridas que cumple
con las caracteristicas mencionadas. Por otro
lado, las curaciones hiimedas-secas no son el
estandar de tratamiento de las heridas en la
actualidad, debido a que estas curaciones son
dolorosas, secan la herida y lesionan las células
de curacion, impidiendo con esto la adecuada
cicatrizacion.'®1” Ademads, consideramos que
las curaciones diarias no son factibles en nuestra
metodologia por los riesgos anestésicos que
implican las mismas en nuestro modelo animal.

El tejido de granulacién se comienza a pro-
ducir a partir del tercer o cuarto dia después
de producida la herida, teniendo su maxima
maduracién a las dos semanas; posteriormen-
te la epitelizacién se produce y continGa una
etapa de maduracion de la herida que puede
durar varios meses.? El seguimiento de nuestras
heridas fue de tres semanas, tiempo en el que
la angiogénesis en el tejido de granulacién esta
presente y puede ser evaluada en las muestras
de los tejidos.

CONCLUSIONES

Podemos concluir que el uso de solucién de
superoxidacion (Microdacyn®) en las heridas
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limpias del modelo animal estudiado no mo-
difica la vascularidad del tejido de granulacién,
comparado con la solucién fisiolégica. Al mis-
mo tiempo, el Microdacyn® disminuye la infla-
macion en la segunda semana de seguimiento,
por lo que se necesitan mas estudios que
evallen la relevancia clinica de este hallazgo.
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