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MODELOS EXPERIMENTALES PARA LA EVALUACION
DE LA ACCION CICATRIZANTE DE MEDICAMENTOS
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RESUMEN

Los intentos del organismo para reparar las lesiones inducidas por agresiones
locales comienzan muy precozmente en el proceso de la inflamacion, y finalmente
concluyen con la reparacion y sustitucién de las células lesionadas por células
sanas. El proceso de cicatrizacion de una herida en la piel involucra la compleja
interaccion de muchos tipos de células y ocurre como una cascada secuencial de
procesos solapados e intimamente relacionados. Existen varios modelos
farmacologicos experimentales que permiten evaluar la accion cicatrizante de
un principio activo, profundizando en los eventos especificos de la cicatrizacion.
En este trabajo se presentaran los detalles de algunos de estos modelos, los cuales
son: modelo de lesién inducida por quemadura en curieles, modelo de 6 heridas
asépticas en cerdos, promocién de cicatrizacion por segunda intencion en ratas
y modelo para predecir la distribucion de un medicamento aplicado tépicamente
en heridas. Estos ensayos permiten el estudio de mdltiples elementos histolégicos,
bioquimicos, celulares y clinicos, caracteristicos del proceso de cicatrizacion.

DeCS:CICATRIZACION DE HERIDAS; ENSAYOS CLINICOS/métodos;
ANIMALES DE LABORATORIO; PREPARACIONES FARMACEUTICAS.

Nuestro organismo posee mecanismos La cicatrizacion empiezan muy
protectores, como son la inflamacién y la precozmente en el curso de la inflamacion,
reparacion, sin las cuales las heridas no cuando los macréfagos comienzan a digerir
llegarian a cicatrizar, no se frenarian las los microorganismos que han sobrevivido
infecciones bacterianas y los tejidos de al ataque de los neutrdfilos getritus de
6rganos lesionados pudieran conservar las células parenquimatosas y neutrofilos
defectos permanentemente. muertos. Generalmente 24 h después de
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la lesién, comienzan a proliferar los cion, las causas, los tratamientos previos,
fibroblastos y las células endoteliales, que la salud general del paciente, el estado
forman en un periodo de 3 a 5 d, un tejido nutricional, y el uso de otros medicamentos,
especializado (tejido de granulacion) que etc. Por toda esta variabilidad, se debe in-
es el rasgo fundamental de la curacién de cluir un gran nimero de pacientes en el es-
la inflamacion. tudio. Sin embargo, en contraste con esto,
El tejido de granulacion tiene un todas estas condiciones pueden ser con-
aspecto granular blando en la superficie de troladas en los estudios con animales de
las heridas; su caracteristica histopato- experimentaci6AEXisten varios modelos ex-
I6gica fundamental es la proliferacion de perimentales que permiten evaluar la ac-
pequefios vasos de neoformaciones y cidn cicatrizante de un principio activo,
fibroblastos. Finalmente este tejido da profundizando en los eventos especificos
lugar a una cicatriz formada por fibroblastos de la cicatrizacion. Estos ensayos posibi-
fusiformes, colageno, denso, fragmentos de litan el estudio de multiples elementos
tejido elastico, matriz extracelular y vasos histoldgicos, bioquimicos, celulares y
relativamente escasbs. clinicos, caracteristicos del proceso de
Son varios los mecanismos implicados cicatrizacion. En este trabajo se presentaran
en la cicatrizacion de las heridas, ya que selos detalles de algunos de estos modelos.
trata de un fendmeno extremadamente
complejo, que implica a una serie de procesos
bien orquestados que se mencionan a MODELOS EXPERIMENTALES
continuacion: reparacion de las células
parenquimatosas, emigracion y prolifera- MODELO DE LESION INDUCIDA
cién delas células parenquimatosas y POR QUEMADURA EN CURIELES?
conjuntivas, sintesis de proteinas de la
matriz extracelular, remodelacién del tejido Se hareportado que entre los animales
conjuntivo y elementos parenquimatosos, de laboratorio, los curieles presentan la
colagenizacion y aumento de la resistencia menor variabilidad en el grosor de la fgiel,
de la cicatriz. por lo tanto es un animal apropiado para el
Conjuntamente a estos mecanismos estudio de heridas por quemaduras.
influyen factores muy importantes, como En este modelo se utilizan curieles
el papel de los factores de crecimiento, que Hartley de 400 g. Luego de ser anestesiados
es central para el crecimiento de los se les produce una quemadura, con un area
fibroblastos, vasos sanguineos y la rege- de 16 crd, que cubre el 3 % de la superficie
neracion de las células epiteliales, las corporal. La quemadura se logra por
interacciones entre las células y entre las contacto directo de un disco caliente,
células y la matriz, la sintesis de matriz sobre el &rea dorsal del animal, previamente
extracelular y su colagenizacién. depilada, en el angulo inferior de las
Los estudios de cicatrizacion en hu- escapulas. El plato se mantiene a 259
manos son dificultosos por la variabilidad se controla con termostato, por un periodo
en las heridas de los pacientes. Existen de contacto estandarizado de % s.
numerosos factores que pueden influir en Al sexto dia de inducida la quemadura,
el fracaso de los ensayos clinicos, como lo se realiza una biopsia a la parte central de la
son el tamafio de la herida, la profundidad, superficie de cada quemadura con un
la localizacion, la vascularizacion, la dura- biétomo cutaneo de 3 mm de diametro, pre-
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viamente esterilizado. Con estas muestras mental es investigar la capacidad de la
se realizan cultivos para la cuantificacion sustancia de prueba de eliminar el tejido
bacteriana de las quemadurds.Los necrética? En la clinica, uno de los trata-
parametros que se miden son el tiempo paramientos que se utiliza para la limpieza de la
la total cicatrizacion, conteo de bacterias herida es la escisién quirtrgi€a®pero no
en la herida, ademas de tenerse en cuenta esiempre puede realizarse en todos los tipos
tamafio y la apariencia de cada herida hastade heridas, como es el caso de las Ulceras
su completa cicatrizacion. Estas determi- venosas de las piernas, ya que podria
naciones permiten saber si la sustancia deincrementar la profundidad de estas. En los
prueba tiene algun efecto antimicrobiano, ultimos 20 afios, numerosos productos
lo cual constituye uno de los mecanismos enzimaticos han sido utilizados en este
mas importantes de los productos natura- tipo de tratamient&.**Frecuentemente los
les en su accién cicatrizante; asi como 2 productos comerciales mas usados son
valorar posibles mecanismos implicados en Elase (fibrinolisina/DNAasa) y Novuxol
la rapida cicatrizacion de quemaduras, como (colagenaza), cuya funcién principal es la
lo es la prevencién de la necrosis isquémica desintegracion del material necrético.
progresiva del dafio térmico, que mitiga Con el fin de probar el efecto de sustan-
asi la produccion desbalanceada de cias activas en la cicatrizacion de heridas a
tromboxanos. través del mecanismo previamente explicado,
El andlisisestadistico de las diferencias se realiza este modelo que se utiliza como
entre los grupos en cuanto al conteo animal experimental cerdos de 20 kg de peso
bacteriano de las heridas se lleva a cabo corporal, anestesiados con una mezcla de
mediante la prueba exacta de Fisher, para lahalotano, oxigeno y éxido nitroso a través
comparacién de las proporciones. El ana- de una mascara facial, y depilados en el area
lisis del tiempo requerido para la completa dorsal. Asi se garantiza que esta zona
cicatrizacion se realiza por medio de la quede completamente aséptica, para realizar
prueba de latde Student para la comparacion6 Ulceras necréticas artificiales que midan
de las medias entre cada grupo y el coitrol. 4 cm de longitud y 2,5 mm de profundidad,
tres en cada hemisferio de la linea media del
animal. La distancia entre las heridas es de
MODELO DE 6 HERIDAS ASEPTICAS 4 a5 cmy luego son cubiertas con vendaje
EN CERDO? no adhesivo. El tejido remanente se hace
necrotico por la aplicacion de acido
La presencia de tejido debilitado en tricloroacético 20 % durante 4 min en la
las heridas incrementa el crecimiento herida. Después de este procedimiento, las
bacteriano, reduce la resistencia del hos- heridas se cubren con gaza hidrofilicay pro-
pedero a la infeccion, y disminuye laforma- tectores adicionales contra el trauma. Estas
cion del tejido de granulacion y el proceso no son tratadas durante 3 d, paragasar
de reepitelizaciofLa eliminacion de este el efecto deseado del acido. Al cabo de este
tejido (o limpieza de la herida), constituye tiempo se presenta una grueaga de teji-
un paso esencial en el tratamiento de las do necrético que contiene tanto el tejido
heridas necréticas, como las Ulceras de lasnecrético dérmico conectivo, como el teji-
piernas, tanto arteriales como venosas, do graso subcutaneo. El tratamientagk-
llagas por presion, o quemadutds. El ca 2 veces al dia, durante 7 d con compri-
objetivo principal de este modelo experi- midos de gasa (5 x 5 cm), impregnados
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exactamente con 3,5 mL de la solucién bromodeuxiridina (BrdU) con el fin de
de prueba. La profundidad de laanosis detectar la proliferacién celular. En 4 ani-
se controla histolégicamente diante un males, después de 7 d de tratamiento, se
método de tincién especial (tincion Martius- administra 1 g de 5-bromodeuxiridina
Scarlet-Blue MSB), en el cual el tejido (sustancia se incorpora al ADN de las
necrético se colorea de rojo y el tejido no células en proliferacion) en la vena yugular
dafiado se colorea de azti 1 h antes de tomar las muestras para las
En el andlisis de las heridas el pardmetro biopsias'®® Las muestras se toman del
principal que se mide es la cantidad de tejido cuadrante izquierdo inferior de las Ulceras
necrético presente en los dias cero, 7, 9 yy se fraccionan a la mitad con un bisturi.
11, donde se toman fotografias de estas yUna mitad se congela con nitrégeno liquido
ademds se representan en una laminay se tifie con el uso de un anticuerpo
trangarente. Luego se estima la cantidad monoclonal contra BrdU. La otra mitad se
de tejido de granulacion o de tejido fijaenformalinay se le realizan las técnicas
necrético (representados en la fotografia por de tincion de rutina mencionadas ante-
las areas rojas y amarillas de la herida riormente.
respectivamente) y el tamafio de la herida, En resumen, los parametros que se
a través de métodos computadorizadés.  determinan para llegar a conclusiones sobre
Todos los dias las heridas se revisan cuan-€l tratamiento que se prueba con este me-
do se cambia el vendaje. De la misma forma ¢anismo de ciqa_trizacién son, la cantidad
se evalUa el eritema causado por la irritacion 9€ te_Jldo_pecrptu_:o en '95 tlceras, la de-
de la piel circundante y la limpieza de estas €'minacion diaria del area cubierta por
a través de la presencia de despojos 0 tejidoteJIdo necrotico estlmad_o por a_naI|S|s
de granulacion? computadorizado de la herida, el eritema de

Lo . la piel circundante, la co i i6
Para evaluar la eliminacién del tejido pie! ' ntaminacion
L. ) , ._bacteriana con cadenas de estreptococos
necroético se determina el nUmero de dias L. . iy .
. . no patogénicos, y la proliferacion de cé-
necesarios para remover este. Ademas de

estas determinaciones, se analizan colonias|UIaS’ como los fibroblastos y células
. ’ ) endoteliales. Para comparar las diferencias
bacterianas de todas las heridas antes y,

. - entre los resultados del parametro principal
después del tratamiento. Para el examen e ido, es decir, la cantidad absoluta de
histopatolégico, antes del tratamiento y en tejido necrético de cada dia durante el

los dias 4,7y 11, se realizan biopsias de 6 tratamiento, se utiliza la prueba t de Student.
mm bajo total anestesia, con toma de mues- El cerdo doméstico se considera un
tras en las posiciones siguientes: @fac animal apropiado para los estudios de ci-
centro del cuadrante izquierdo superior; catrizacion, pues la estructura de su piel
dia 4: cuadrante derecho superior; dia 7: Se parece a la de la piel humana mas que
cuadrante izquierdo inferior; dia 11: cua- Ccualquier otro animal de laboratofioEn
drante derecho inferior. Estas muestras son €Ste estudio es factible remover primero gran
procesadas histolégicamente plasob- parte de la dermisy luego la epidermis, para

servaciones de rutina; tinciones e crear una mayor capa superficial de
o s T a necrosis, al nivel de la interfase de la dermis
les para fibrina y colageno; difer@acién

8 A y la grasa subcutanea, ya que asi se asemeja
entre el nuevo tejido y viejo tdp.***° a la profundidad y extension de la necrosis

El examen histologico incluye la de- en pacientes con Glceras venosas en las
terminacion de la incorporacion de piernas
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PROMOCION DE CICATRIZACION normal y extenderse en las subcapas de la
POR SEGUNDA INTENCION EN RATASZ piel, est4 determinado por un niamero de
factores, principalmente aquellos relaciona-

En este modelo se utilizan ratas de la dos con:

linea Wistar de 300 g de peso corporal,

anestesiadas y depiladas en el area dorsal; las propiedades fisico-quimicas del

donde se realizan 6 heridas asépticas de soluto.

6 mm de diametro, con un biétomo cutaneo. - la razén por la cual la circulacién san-

Las heridas se realizan 1,25 cm aladerecha guinea local aclara el soluto desde el

y alaizquierda de la linea media, separadas tejido hasta la circulacion sistéemi&®

2,5 cmde lazona craneal. Los tratamientos

se distribuyen aleatoriamente, de forma tal Sin embargo, la absorcion y distribucion

gue cada uno pase por las diferentes po-en, y alrededor de las heridas seguida de

siciones de las heridas en cada animal. una administracion tépica aun esta por ser

Veinticuatro horas después de la operacion determinada.

se aplican los tratamientos sobre cada herida ~ La absorcion del soluto a través del

y alrededor de ella, en un area lateral de sitio de la herida se conoce que es mas

3 mm de diametro. rapidaque a través de la piel normal, por la
La aplicacion de las sustancias de pérdida de las propiedades de barrera de la

pruebas se realiza 2 veces al dia durantepie| primaria?’ A medida que evoluciona la

5 d. Para determinar el area superficial se cicatrizacion, el medio a través del cual el
determina midiendo los bordes de la herida go|yto aplicado tépicamente debe difundir,

en direccion craneocaudal y lateral media. esti cambiando constantemeiite.
Un promedio de estas 2 determinaciones se En este modelo se realiza una sola

utiliza para determinar el rqdio y'el ér,e:?\ de herida de 15 x 15 mm enlatio izquierdo del
cada herida. IEn,_l(;)SdEStUd'PSdh'IStOIOQ;_CQS abdomen de las ratas, aproximadamente
s€ ;?mue\fle € t?J' 0 espuels €l sacr 'Cf'.o’ 2 cm debajo de la columna espinal, de una
sefjaeniormainay senciuye en parail- ¢, ., jqantica a la ya publicada [inoss
na. Semide la distancia entre el epitelio 20

- i .y otros, 1995, 1996°%° Las ratas se
gueratinizado, los margenes del epitelio anestesian con una inveccién intra-
escamoso estratificado y entre los extremos ~ y .

peritoneal (60 mg/kg) de pentobarbital

organizados del tejido de granulactén.
g ) g sédico. La zona dorsal se depila y se des-

El analisis de varianza se realiza me- -, L
diante la prueba de Friedman para verificar Ifécta con una solucion de clorhexidina,

la existencia de diferencias estadisticas U€90 Se seca. La escision del tejido se reali-
entre los grupo&?3 za hasta el nivel del tejido subcutaneo con

tijeras y pinzas de diseccion. Los animales
se dejan reposar durante 48 h. Los estudios

MODELO PARA PREDECIR de absorcion se realizan alos 2, 7y 12 d
LADISTRIBUCION DE UN MEDICAMENTO después de producida la herida en cada
APLICADO TOPICAMENTE EN HERIDAS animal. Nuevamente se anestesian las ratas
y en una pelicula de acetato transparente

Se conoce que la habilidad de los se marca por triplicado cada herida, para
solutos aplicados topicamente para pene- posteriormente determinar el area de estas

trar la barrera del estrato corneo de una piel mediante un programa computadorizado.
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Con el fin de prevenir cualquier absor- También se toman muestras de estos tejidos
cion de solutos en la piel intacta circundante del lado contralateral del abdomen para la
a las heridas, estas se cubren con un ven-determinacion de la extension de la distri-
daje, solamente abierto en la superficie de bucién sistémica de los solutos marcados.
las heridas. Sobre la herida se coloca unaFinalmente se procede a la determinacion del
celda de difusion de vidrio, con un diame- contenido radiactivo de cada muestra me-
tro interno de 1,8 cm que se asegura con diante equipos contadores de centelleos.
adhesivo. En el tiempo cero se le adiciona Con este modelo se puede determinar
1 mL debufferde fosfato salino (PBS), con v comparar la absorcion y distribucion de
un pH de 7,4, se completa con el soluto de | 5i6s solutos en el sitio de granulacion de
interés radiomarcado, y se deja por un |aq heridas, y también es (til para determinar
tr:e”.‘go dg4 para que dlfL_mda dentro de la si los perfiles de estos parametros cambian

erida. Durante este tiempo se toman g, periodos de administraciones tem-

muestras de sangre (250-300 pL) en un . .
intervalo de 60 mingse éentrifuga ptlor)15 min Pranas (2d), medias (7 d) y tardias (12 d) al
' cierre de las heridas en ratas.

a 13 000 x g y el sobrenadante se utiliza
para el ensayo de radiactividad.
Finalmente se toma una muestra de
sangre alas 4 hy se sacrifica al animal. Con
una pipeta de transferencia se extrae el
contenido de la celda de difusion, y la Estos modelos experimentales brindan
superficie de la herida se seca para removerdiversas posibilidades para estudiar el
cualquier exceso de la solucion. El abdomen Proceso de cicatrizacion en sus diferentes
se abre y el contenido de la vejiga se extrae €VENtos, y en varios tipos de lesion: que-
hacia unos tubos previamen’[e pesados,madura, herida abierta o Glcera. Son
para la determinacion de la radiactividad herramientas muy importantes para el
excretada en la orina. Las heridas son dise-investigador en la evaluacion del mecanismo
cadas verticalmente colocandose en tubosde accion por el cual un medicamento
eppendorf previamente pesados, para presenta un efecto cicatrizante, y aportan
obtener muestras de la costra de la herida,informacién sobre las ventajas del uso de
la matriz del tejido de granulacion, el tejido algunos animales de experimentacion en
subcutaneo, el masculo superficial, el estos modelos, por las caracteristicas
musculo profundo y la grasa abdominal. propias de la piel que presentan.

CONCLUSIONES

SUMMARY

The attempts of the organism to repair injuries induced by local aggressions
begin very early in the inflammation process and conclude finally with the
reparation and substitution of those cells damaged by sound cells. The healing
process of a skin wound involves the complex interaction of many types of cells
and a sequence of sneaky and closely related processes take place. There are
various pharmacological experimental models allowing to evaluate the healing
action of an active principle and to go deep into the specific healing events.
Details are given in this paper about the following models: model of injury
induced by burn in guinea pigs, model of 6 aseptic wounds in pigs, promotion of
healing by second intention in rats and a model to predict the distribution of a
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drug topically applied in wounds. These assays make possible the study of multiple
histological, biochemical, cellular and clinical elements, which are characteristic
of the healing process.

Subject headingsWOUND HEALING; CLINICAL TRIALS/methods;
ANIMALS, LABORATORY; PHARMACEUTICAL PREPARATIONS.
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