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RESUMEN: La cicatrizacion de la piel es un proceso complejo y organizado que involucra tres fases: inflamatoria, proliferativa y de
remodelacion. Es indispensable el andlisis de este proceso biomolecularmente para investigar y proponer nuevas egtéatBrassoisza
mejoren la cicatrizacion o promuevan la regeneracion. El objetivo de este proyecto fue analizar histologica y biomolecukdiaatee
microespectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (MFTIR) y su funcién de mapeo bioquimico, muestras de lesimadssedeis
piel, comparando los cambios morfol6gicos y espectroscépicos entre piel sana y piel cicatrizada. Se estandariz6 un siaelcgdeal de
piel en ratones hembra de la cepa NIH de 8 semanas de edad (n=16), provocando una herida excisiéh8edanhlid piel sana (dia 0) y
cicatrizada (dia 15 post-lesion) morfométrica, histoldgica y biomolecularmente mediante analisis fotografico, técniceayst®fdgR con su
funcion de mapeo. El andlisis morfométrico demostr6 una reduccion del area de la herida en un 87,6 % al dia 15 pogblégitanidiste,
en la piel cicatrizada se evidenci6 un adelgazamiento de la epidermis y menor celularidad en la dermis, observandose ldeftejidide
granulacion y fibras de coldgena desorganizadas. Espectroscopicamente, se apreciaron cambios entre los dos grupotndeestuetive gn
las bandas de lipidos y en la region de proteinas. El calculo de las areas bajo la curva y el mapeo bioquimico mostcamcentescon de
gueratina y colagena en la piel cicatrizada, asi como desorganizacion de las fibras de colagena. Se demostré la capdEitir] pherda
caracterizar de forma precisa los cambios biomoleculares en la cicatrizacion, entre ellos la cantidad de queratina, ebldgpositoyy
ordenamiento de las fibras de colagena asociadas a su maduracion.

PALABRAS CLAVE: Piel; Lesion excisional; Cicatrizacién; Microespectroscopia FTIR; Mapeo bioquimico.

INTRODUCCION

La piel es un érgano que desempefa diversas fun-  La piel se encuentra expuesta a multiples agresiones
ciones vitales en el organismo como proteccion a agresgue la hacen propensa a heridas, las cuales al cicatrizar de
nes externas, termorregulacion, produccion de vitamina Dpa manera inadecuada pueden producir morbilidades,
absorcién de radiacion ultravioleta, deteccion de estimulogEapacidades motoras o alteraciones estéticas que afectan
sensoriales, entre otras, y se conforma de tres capas, démaida diaria de las personas que las padecen (Kagtlani
minadas de lo superficial a lo profundo epidermis, dermisat, 2018).
hipodermis (Olsztynska-Janasal, 2018).

El proceso de cicatrizacion de heridas consiste en una

En la piel encontramos diferentes componentggogresion ordenada de eventos que restablecen la integri-
proteicos; en la epidermis, la principal proteina es la queratidad del tejido dafiado. Las fases que conforman dicho pro-
producida por los queratinocitos, mientras que en la dermigso son: inflamatoria, de proliferacion y remodelacion. La
la principal proteina es la coldgena que constituye alrededase de inflamacion comienza inmediatamente después de
del 80 % del componente proteico producido por lds lesion, con una vasoconstriccion que favorece la
fibroblastos (Pires Rodriguez, 2011). homeostasis y libera mediadores de la inflamacion. La fase
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proliferativa se caracteriza por la proliferacion de tejidBTIR es en el andlisis de la estructura secundaria de las
de granulacion formada principalmente por fibroblastosproteinas mediante la segunda derivada o deconvolucion;
el proceso de angiogénesis y, finalmente, la fase teregion de las proteinas amida | (1700-1600) es la region
remodelacion se caracteriza por reformulaciones y mejods sensible, ya que representa el 80 % de las vibraciones
ra en los componentes de la fibra de colagena que aumgsl-enlace C-O; la amida | consiste en el sobre-posiciona-
ta la resistencia a la traccion (Dwivedial, 2016). miento de diversas bandas que corresponden a la estructu-
ra secundaria de las proteinas, camloelices, hoja$,
Estas cicatrices se caracterizan por un incremerdoosf3 y estructura desordenada (Balétzsal, 2014). La
en el nimero de fibroblastos y la cantidad de colagena, especificidad y ventajas de usar la segunda derivada, ha
como el reordenamiento de estas fibras, ocasionando germitido determinar el nimero y la posicion de picos de
lor y afecciones estéticas principalmente (Enriquez Meinterés en especial en esta regiéon (Pascéidi, 2015).
no & Caballero Centeno, 2007). Ejemplo de ello, es el radio entre el area bajo la curva del
pico A1660/1680 el cual estéa relacionado con la madura-
Por lo tanto, es indispensable analizar el proces®n de las fibras de colagenay su ordenamiento (Paschalis
de cicatrizacién en el aspecto biomolecular, empleandbal).
métodos precisos, rapidos y menos costosos, para investi-
gar y proponer tratamientos mas efectivos que mejorenla  Debido a que la MFTIR es una técnica rapida y
cicatrizacidon o aumenten la regeneracion de la piel.  versatil y, ademas proporciona la distribucién espacial de
biomoléculas, el objetivo central de este proyecto fue ana-
En este sentido, la espectroscopia infrarroja pbézar histoldgica y biomolecularmente mediante MFTIR y
transformada de Fourier (FTIR) puede representar una lse-funcién de mapeo 1Q, muestras de lesiones excisionales
rramienta Util en el estudio de muestras bioldgicas, ya pie piel, comparando los cambios morfolégicos y
porciona informacién de la estructura molecular de matespectroscoépicos de piel sana y piel cicatrizada.
riales organicos e inorganicos. En esta técnica, la absor-
cion de la radiacion infrarroja (IR) se produce cuando un
fotén es transferido a una molécula y la excita a un estad&TERIAL Y METODO
de mayor energia, dando lugar a vibraciones de enlaces
moleculares, los cuales se producen a diferentes tamafios
de onda o frecuencias en la region IR del espectro de Iiiodelo murino de lesion excisional en pieBe utilizaron
Entre sus ventajas encontramos su versatilidad y su pratones hembras de la cepa NIH (n=16), manteniéndose en
piedad no destructiva (Chemnal, 2015). jaulas metabdlicas autoventiladas (EcoFlo Rack; Allentown
Inc), en un ambiente de ciclos de 12 horas de luz/oscuridad,
En materiales bioldgicos, se pueden detectar difeumedad controlada del 50-60 %, temperatura constante de
rentes biomoléculas tales como lipidos, proteina2l+ 1°Cy, dieta estadndar y agua a libre demanda.
carbohidratos y &cidos nucleicos, que tienen estructuras
guimicas especificas (Vazquez-Zapééml, 2016). Ade- Para establecer el modelo de lesion excisional, 24 h
mas, al acoplar la espectroscopia FTIR con la microscopiaes se realizé tricotomia en la region interescapular y se
Optica, ha sido posible el analisis mediantaplicd crema depiladora para eliminar el pelo residual. Al
microespectroscopia FTIR (MFTIR), la cual permite ldia siguiente, bajo anestesia con dosis de 10 mg/kg de
visualizacién y el mapeo de grupos funcionales y arreglkstamina y 1 mg/kg de xilacina y, condiciones de asepsia y
moleculares. Este método se ha denominado "fotograéiatisepsia, empleando un bisturi no. 11 se realiz6 una lesion
guimica", ya que se puede obtener informacidexcisional de 1 cfhasta la fascia muscular y se coloco el
semicuantitativa a partir de los espectros IR utilizandmlgajo en bolsas estériles. Al dia 15 post-lesion, se repitio
softwares estandar de procesamiento de imagersrocedimiento para la obtencién de la piel cicatrizada y
(Palombcet al, 2009). los animales fueron sacrificados.

La MFTIR es sensible para determinar la distribu- El Comité Institucional para el cuidado de animales
cion y la orientacidn de diversos componentes, por lo qde laboratorio de la Escuela Militar de Medicina aprobé el
ha sido utilizada para reconocer diversas patologias; egtatocolo. Todos los experimentos fueron examinados y
técnica permite detectar concentraciones de ciertas maigrobados por el Comité de Etica apropiado y, por lo tanto,
culas como proteinas utilizando el &rea bajo la curva de realizaron los estdndares éticos establecidos en la Decla-
picos especificos del espectro, asi como radios entre aneasin de Helsinki de 1964. Asi mismo, se siguieron las di-
especificas. Una de las aplicaciones de la espectroscapigrices de las Normas Oficiales Mexicanas “Guia para el
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uso y cuidado de los animales de laboratorio” (NOM-062Andlisis de los espectros por MFTIRA partir de los da-
Z00-1999) y “Guia para la eliminacion de residuos bioldes normalizados, se obtuvo la segunda derivada utilizan-
gicos” (NOM-087-ECOL-1995). do el programa Unscrambler X10.3. Los espectros norma-

lizados y su segunda derivada fueron promediados y
Analisis morfométrico. Para el analisis morfométrico, segraficados usando el programa Origin 6.1 (OriginLab).
realizo un seguimiento fotografico empleando una cAmapPasteriormente, se calculd el area bajo la curva de las re-
de 12 pixeles colocada sobre un pedestal de 35 cm. Delgiones relacionadas con lipidos y proteinas amida | y
del pedestal, se colocaron los animales bajo anestesia,cmiagena, mientras que, con los espectros en segunda deri-
mando fotografias después de realizar la lesion excisionalada, se analizo la estructura secundaria de las proteinas y
las 24 h y cada tercer dia post-lesion hasta el dia 15.sElcalcularon las areas bajo la curva de la region relaciona-
andlisis morfométrico se realizd con el programa digitala con lasx-hélices, hojag y la estructura desordenada,
Image Pro Plus 9.1 (Media Cybernetics) de 64X bits, utilasi como el calculo de los radios amida l/colaget&li-
zando los registros fotograficos de la herida excisional de/estructura desordenada¥élice/hojag.
cada raton.

Funcion de mapeo 1Q.Las imagenes bioquimicas de piel
Analisis histoldgico. Inmediatamente posterior a la tomasana y piel cicatrizada, se obtuvieron mediante el mapeo
de biopsia de piel sana y piel cicatrizada a los dias 0 y 46tomatizado de multiples puntos (mapeo 1Q) del micros-
post-lesion, los tejidos se colocaron en tissue-tek (485&)pio FTIR, el cual estd equipado con un detector MCT
Sakura) y se obtuvieron criocortes d@rd utilizando un  (Mercurio-Cadmio-Telurio) enfriado con nitrégeno liquido,
criostato de pie a -258C (ECO-1900; Ecoshel). Enseguida,analizando las muestras histolégicas con un objetivo
los criocortes se fijaron con paraformaldehido al 4 % duracassegrain de 16X. Los espectros de absorbancia se adqui-
te 30 min a temperatura ambiente y se enjuagaron con salaron en modo de reflectancia a una resolucion espectral de
cion buffer fosfato (PBS). Posteriormente, las muestras fuécm?, promediando 64 adquisiciones en cada espectro.
ron tefiidas con las tinciones hematoxilina-eosina (H&E),
Van Gieson y tricromica de Masson siguiendo los métodos El mapeo bioquimico se realizé en los intervalos
estandar. Finalmente, las muestras histoldgicas fueron aespectrales de 1653-1648-tm 1659-1653 cm, corres-
lizadas empleando un microscopio optico (Ti-U Eclipsggondientes a lag-hélices de la queratina y colagena res-
Nikon), analizando el grosor de la epidermis y el indice gectivamente (Andrew Chaat al, 2008), y se representa-
celularidad en la dermis empleando el software Image Pan imagenes bidimensionales correspondientes a la dis-
Premier 9.1 (Media Cybernetics). tribucion de cada tipo de biomolécula en la muestra anali-

zada, utilizando el programa Microscope Masurement
Microespectroscopia FTIR y tratamiento espectralEl  (Jasco).
andlisis de piel sana y piel cicatrizada mediante MFTIR se
realizd en el intervalo espectral de 4000 a 400, artili- Analisis estadistico.Para el analisis morfométrico,
zando un microscopio FTIR (IRT-5200, Jasco) acopladohastolégico y micro FTIR se compararon los resultados con
un espectrémetro FTIR (6600, Jasco), en modo dma tde student utilizando el software GraphPad Prism 7.0
reflectancia, resolucién espectral de 4'gnempleando un (GraphPad), tomandose como estadisticamente significa-
objetivo cassegrain de 16X. tivo una p < 0.05.

Posterior a la obtencién de las muestras de piel, los
criocortes se colocaron sobre un portaobjetos recubierto ®®BESULTADOS
una capa de oro de 100 nm (643246-5EA, Aldrich) y se de-
jaron secar a temperatura ambiente durante aproximadamen-
te 15 min para eliminar el exceso de agua, midiendo I8salisis morfométrico. El andlisis macroscépico eviden-
espectros hasta que las bandas de absorcién relacionaia®l! cierre progresivo de las heridas excisionales a partir
con el agua fueran indetectables. Cada espectro correspgl-dia 1 hasta el dia 15, en el que aln se observo una costra
di6 al promedio de 120 adquisiciones, y cada muestra pequefia; durante el proceso de cicatrizacion no se eviden-
analizd por triplicado en las regiones epidérmica y dérmicgiaron complicaciones macroscdpicas como infeccion,
fistulas, entre otras (Fig. 1A). Las heridas al dia 0 fuero ho-
Una vez que se adquirieron todos los espectros FTiRogéneas y se observé una reduccion del 18,67 % del area
(espectros en crudo), se les aplicé un tratamiento de norradas 24 h. A partir de este momento, este porcentaje de re-
lizacion variable normal estandar (SNV) utilizando el produccion del area fue aumentando progresivamente, hasta
grama Unscrambler X10.3 (Camo Analytics). alcanzar un 87,60 % de reduccién del area inicial (Fig. 1B).
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Andlisis histoldgico.Respecto al andlisis histolégico (Fig.de 411,3@ 5,67 mm a 364,46 9,09 mm, representando el
2), en los cortes tefiidos con H&E se observa el epitelio pB8,60 % de grosor de la epidermis respecto a la piel sana
no estratificado queratinizado en la epidermis sana, cuffdgs. 2E y 2F).
capa basal presenta nlcleos prominentes; en la union dermo-
epidérmica se observan papilas dérmicas, mientras que en  Finalmente, con la tincion tricromica de Masson se
la dermis se aprecian anexos cutaneos como glandut&servo en la piel cicatrizada la formacion de tejido de granu-
sebaceas y foliculos pilosos (Fig. 2A). Por otro lado, en lacion y mayor presencia de fibras de colagena, las cuales
piel cicatrizada se observa el epitelio plano estratificad® observaron desorganizadas en comparacién con la piel
queratinizado adelgazado, sin la presencia de papilana (Figs. 2G y 2H).
dérmicas ni anexos cutaneos en la dermis (Fig. 2B).
Microespectroscopia FTIR. Respecto a los resultados
Asi mismo, la celularidad de la dermis en la piel sargspectroscopicos mediante MFTIR, la Figura 3A muestra
se evidencié mediante la presencia de una mayor conclas-espectros FTIR normalizados y promediados de piel sana
tracion de ndcleos celulares en comparacion con la piel gipiel cicatrizada tomados en las regiones de epidermis y
catrizada; el indice de celularidad en la dermis de la pi@grmis, donde se observan bandas de absorcion asociadas
cicatrizada al dia 15 post-lesion fue de 88,72 % respecté@n diferentes tipos de biomoléculas.
la piel sana, pero sin encontrar diferencia estadisticamente
significativa (Fig. 2C). A 1747 cmt' se aprecian bandas de absorcion rela-
cionadas con las vibraciones de extension del grupo éster
De la misma forma, con la tincién de Van Gienson $6=0 de lipidos, siendo mas intensas en la epidermis y der-
evidenciaron los cambios en la epidermis, observando niais de piel sana con respecto a la cicatrizada. Enseguida, se
yor presencia de queratina y los estratos espinoso y graplservan bandas a 16601550 cnt, las cuales estan
loso evidentes en la piel sana (Fig. 2D), mientras que ernféacionadas con los grupos funcionales de proteinas amida
piel cicatrizada, los estratos espinoso y corneo se encontréextension C=0) y amida Il (extension C-N + flexion N-
ron adelgazados significativamente, con una disminucidt respectivamente, presentando mayor intensidad en la der-
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Fig. 2. Analisis histoldgico de piel sanay piel cicatrizada 15 dias post-lesion, 100X. Ay B. Microfotografias representdtgason

H&E. C. Porcentaje de celularidad entre piel sanay piel cicatrizada. D y E. Microfotografias representativas empleantdéa/anc
Gieson. F. Grosor de la epidermis de piel sanay piel cicatrizada. G y H. Microfotografias representativas tefiidasoeoinitadétna

de Masson. n=16, los valores representan la me8ia. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. *p< 0,05 versus piel sana
realizando una t de student pareada

mis cicatrizada. Posteriormente, las bandas a 148%am Para comparar los cambios Signiﬁcati\/os entre la
rresponden a los grupos metilo y metileno de lipidos gpidermis y dermis de piel sana y piel cicatrizada, se calcu-
proteinas, mientras que las bandas a 134bsendeben a |aron areas bajo la curva de estos espectros FTIR. El 4rea en
las vibraciones de la colagena. Las siguientes bandas a 1@3fgi6n 1773-1720 cincorrespondiente a lipidos de las
cmty 1080 cntestan relacionadas con las vibraciones dgpidermis, fue mayor significativamente en la epidermis sana
extension asimeétricas y simetricas P=O de los grupesn respecto a la epidermis cicatrizada (Fig. 3B).
fosfodiéster PQde moléculas fosforiladas respectivamen-

te. Finalmente, las bandas en el intervalo 992-986asn El area bajo la curva de la amida | en el rango de
tan asociadas con la cadena principal de fosfato ribosa, migfn47-1595 cm no presentd diferencias significativas entre
tras que las bandas a 966 cprovienen de las vibraciones|a dermis sana y la cicatrizada (Fig. 3C), mientras que el
de extension del esqueleto de DNA. area correspondiente a la colagena en el rango de 1358-1325
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cnt! fue significativamente menor en la dermis cicatrizaden?), observanda-hélices a 1651 cfmen epidermis y a
comparada con la dermis sana (Fig. 3D); asi mismo, el 6656 cnt en dermis, correspondiendo a queratina y colagena
dio de las areas amida l/colagena fue mayor en la derrais epidermis y dermis respectivamente (Fig. 4A). Asi mis-
cicatrizada (Fig. 3E). mo, se compararon las dermis sana y cicatrizada, observan-
do bandas a 1681 chy a 1638 cmcorrespondientes a las
Por otro lado, para analizar especificamente la esejasf y a la estructura desordenada de las proteinas res-
tructura secundaria de las proteinas, se obtuvo la segupdativamente (Fig. 4B). Ademas, empleando estos espec-
derivada de los espectros FTIR normalizados de piel sanags en segunda derivada, se calcularon los radios entre el
cicatrizada en la region de amida | de proteinas (1700-168@a de lag-hélices y las hojg3 (A1656/1681) (Fig. 4C) y
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Fig. 3. Microespectroscopia FTIR (MFTIR). A. Espectros promediados obtenidos por MFTIR de epidermis y dermis de piel sana y pie
cicatrizada en la huella biol6gica dactilar (1800-800)¢cise observan las principales bandas asociadas a biomoléculas como lipidos,
proteinas, carbohidratos, colagenay acidos nucleicos B. Area bajo la curva de la region de lipidos en epidermis deipétizaniay

C y D. Areas bajo la curva de las regiones relacionadas con proteinas (amida I) y colagena respectivamente en dermisyde piel sa
cicatrizada. E. Radio proteinas (Amida I)/colagena en dermis de piel sana y cicatrizada. n=16, los valores representarsa. media
Todas las mediciones se realizaron por triplicado. *p< 0,05, **p<0,01 versus piel sana realizando una t de student pareada.
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Fig. 4. Analisis de la estructura secundaria de las proteinas mediante microespectroscopia FTIR (MFTIR). A. Segunda ldsrivada de
espectros promediados obtenidos por MFTIR de epidermis y dermis de piel sana y piel cicatrizada en la region de lagptateinas a
(1700-1600 cm). Se identifican las-hélices de la queratina de la epidermis (1651)gnue la colagena de la dermis (1657'%nB.

Cambios en las principales estructuras secundarias de la colagena entre dermis sanay dermis cicatrizada. C y D. Radims celacio

el reordenamiento de las fibras de colagenradlice/hojas b),(-hélice/estructura desordenada) respectivamente. n=16, los valores
representan la media SD. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. *p< 0,05 versus piel sana realizando una t de student
pareada.

el area entre las-hélices y la estructura desordenada (165@€s de la colagena, donde se evidencia mayor concentra-
1638) (Fig. 4D), siendo ambos radios menoresidn de esta estructura proteica en la dermis de la piel sana
significativamente en la dermis cicatrizada en comparacié@specto a la piel cicatrizada.

con la dermis sana.

Mapeo bioquimico. Para evidenciar los cambiosDISCUSION

espectrales cualitativamente respecto a las proteinas

gueratina y colagena en la piel sana y piel cicatrizada, se

realizd un mapeo bioquimico a partir de la MFTIR, anali- El proceso de cicatrizacion es un evento dinamico y
zandose las regiones espectrales entre 1653-164& cnmaltamente complejo que requiere de la intervencion de mal-
1659-1653 cm respectivamente. Las Figuras 5A y 5SBiples factores que interaccionan de manera organizada para
muestran las imagenes visibles de piel sana y cicatrizagparar a nivel histoldgico el area dafiada. El modelo de ci-
sobre las cuales se realizé el mapeo. En las Figuras 5€ajrizacion de heridas excisionales es tan complicado que
5D se observa la concentracion de queratina a nivel epé puede ser reproducido vitro (Shaw & Martin, 2009).
dérmico en ambas muestras, apreciando una mayRor lo tanto, sigue siendo necesario el analisis de este pro-
absorbancia de esta proteina en la piel sana comparadaagso con métodos rapidos y precisos para poder proponer
la piel cicatrizada. Del mismo modo, en las Figuras 5Etsatamientos que ayuden en la cicatrizacion o regeneracion
5F se observa la absorbancia correspondientevaliai-  de la piel.
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Fig. 5. Mapeo bioguimico. Ay B. Microfotografias representativas en campo claro de la piel sana y cicatrizada a losféctlies re
mente. Cy D. Mapeo bioquimico de la region de-feélices relacionada a queratina (1653-1648)cka cual muestra mayor intensidad
en la zona de la epidermis de piel sana. E y F. Mapeo bioquimico de la regiontddites relacionada a colagena (1659-1653)cm
la cual muestra mayor intensidad en la zona de la dermis de piel sana.

Respecto a los resultados morfométricos de este thaesintesis de fibras colagenas y elasticas; sin embargo, a
bajo, observamos que al dia 15 encontramos una reducgantir de la segunda semana inicia la fase de remodelacién
del area de la herida del 87,60 %, resultado que concueetala cual disminuye la celularidad y se lleva a cabo el
con los hallazgos de Let al. (2012), quienes reportaronremodelamiento de las fibras de colagena mediante sintesis
que los ratones al dia 11 ya presentaban un cierre compleiegradacion de la matriz extracelular, ademas, las fibras
de la herida tras provocarles una herida excisional de 8 ndiecoldgena sintetizadas se encuentran desordenadas. Estas
de diametro. caracteristicas concuerdan con lo que observamos a los 15

dias post-lesion, fase en la que el indice de celularidad en la

Por otro lado, nosotros observamos que el grosor geel cicatrizada fue de 88,72 %, menor que en la piel sana,
la epidermis cicatrizada fue del 88,60 % al dia 15 en comunque no fue estadisticamente significativo y, también co-
paracion con el grosor de la piel sana, resultado similar a loside con investigaciones anteriores, en donde se concluyé
obtenidos por Konopt al (2017), quien tras realizar heri- que la piel cicatricial tiene un menor indice de celularidad
das excisionales en ratones, concluyeron que la pel comparacion con la piel sana (Zhabgl, 2017). Con
cicatricial tenfa una epidermis delgada que cubria el arealiise en estas evidencias, la dermis se encontraba en una
la herida, sin realizar una medicién micrométrica en corfase tardia del proceso de cicatrizacion, puesto que el indice
paracion a la piel sana, y con un grupo tratado con un ap@g- celularidad no fue significativo. Estos datos orientan a
to a base de un derivado de queratina, es decir, el grosogde un tiempo de 15 dias es suficiente para evaluar los cam-
la epidermis de la cicatriz era menor. bios relacionados con la fase de remodelacion en un modelo

de herida excisional para ratones NIH.

Yu et al. (2012) mencionan que antes de la segunda
semana se lleva a cabo la formacion del tejido de granula-  Novaeset al (2015) reportaron mediante la tincion
cion, incrementando la proliferacion celular y el inicio de lde Masson que a los siete dias disminuye la cantidad de
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colagena y esta aumenta casi a niveles normales a losrdfgortan a 1652 cf Es importante mencionar, que este
dias; nuestros resultados sugieren que existe un incremdratiazgo se comprobd mediante el mapeo bioquimico, don-
en la cantidad de colagena en la dermis cicatrizada, comal® se definid el area de la epidermis que correspondia al
reportado por Caetaret al. en el 2016 (Novaest al; rango de dicha molécula en la piel sana y su ausencia en la
Caetancet al, 2016); sin embargo, Novaesal compara- dermis, resultados congruentes a lo observado
ron diversas técnicas para evaluar el contenido de colagéisologicamente (Adrew Chaat al).

en heridas y observaron que los datos obtenidos mediante la

tincion de Masson es la menos confiable respecto a otras  Respecto a la fase de remodelacion, la cual involucra
tinciones como PicroSirus Red o técnicas bioguimicas coran reordenamiento de las fibras (Xue & Jackson, 2015), se
determinacion de hidroxiprolina, ya que la tincién de Mass@udo evidenciar mediante el analisis de la segunda derivada
también tifie moléculas no colagenas presentes en la deremda region amida |, donde se observaron bandas espectrales
como glicosaminoglicanos, proteoglicanos y glicoproteinaa, 1656 cmt correspondientes a lashélices de la colagena
caracteristicas que denotan su inespecificidad para detertigio 1, bandas a 1681 cny 1638 cnt correspondientes a

nar el contenido real de colagena, por lo que en nuestralas hojafl y a la estructura desordenada de las proteinas de
vestigacion realizamos ademas del estudio histolégico, laldermis respectivamente, similar a lo reportado por Greve
andlisis de la epidermis y dermis mediante MFTIR. et al (2008).

Referente a la MFTIR, se pudo observar una dismi- Esta fase del proceso de cicatrizacion involucra la es-
nucion en la region de los lipidos (1773-1720'%en la tabilizacion de las fibras de colagena mediada por lisil-oxidasa
epidermis cicatrizada con respecto a la epidermis sana, @is-el borohidrato reducible; inicialmente, se lleva acabo el
minucion que puede estar relacionada con el decrementaeticulado de aldimina durante la maduracién primaria de la
el grosor de la epidermis concordando con lo reportado gustidinohidroxillinanorleucina (HHL). En las cicatrices hay
Kumaret al (2015), quienes reportaron que una disminwn cambio en el patrén del reticulado caracterizado por la pre-
cion en la queratina afecta el trafico entre el reticulgencia de hidroxilisina en los telopéptidos, resultando en la
endoplasmico y las mitocondrias, teniendo un impacto enftamacion de reticulados de 3-hidroxipiridin y pirroles (Robins
distribucion de los lipidos, demostrando también que el blet al, 2003). Vidal & Mello (2011) reportaron que el radio
qgueo genético de la expresion de queratina resulta enamre A1655/A1690, incrementa en los tendones de bovinos,
desbalance de la produccion de lipidos, el cual se ve reflgjelacionados con mayor reticulacion piridolina, prolina y/o
do en la disminucién de la produccién de acidos grasosHidroxipronina y enlaces hidrogeno, por lo que estas fibras
bres, colesterol y ceramidas que se encuentran formandsal mas compactas y supraorganizadas de forma ordenada;
manto &cido de la piel (Kumat al). sin embargo, este radio no se encuentra en la piel.

Por otro lado, en la dermis no se observaron cambios  Paschalist al. reportaron que este radio A1660/
significativos en la region amida | entre los dos grupos, skiL690 es para determinar la mineralizacién de la colagena
embargo, se aprecid una disminucion de la colagena éelhueso, y que la reticulacion y maduracion de estas fibras
34,50 % (1430 cr¥) en la dermis cicatrizada, similar a loen la piel se puede determinar mediante el radio A1660/
reportado con técnicas histologicas por Nowded, quie- A1680, el cual esté relacionado con la proporcion entre
nes reportan una disminucion del 23,78 % respecto a la gidinolina (PYD) /deoxipiridinolina (DPD); estos datos
sana. Sin embargo, se observé un incremento en la propmmcuerdan con nuestros resultados, ya que nosotros obser-
cion entre amida | y coldgena, lo cual sugiere que predomaamos las bandas 1657 y 1681'cwbservando una dismi-
na la colagena en la dermis cicatrizada respecto a la dermigion en el radio A1657/A1681 en la dermis cicatrizada,
sana, corroborando que las cicatrices analizadas al dia 1%seual sugiere menor organizacion de estas fibras concor-
encontraban en fase de remodelacién, como lo reportatmdo con los hallazgos histolégicos mediante la tincion de
por Caetanet al, quienes reportaron un incremento en loMasson y lo reportado por Kwae al (2011), quienes de-
niveles de coldgena mediante la técnica de PicroSirus Reahgstraron que en el proceso normal de cicatrizacion las
tricromica de Gomori, asi como la técnica de hidroxiprolinfibras de colagena son depositadas con una orientacion aza-
al dia 14 en ratas Wistar. rosa formando agregados, lo cual estéa relacionado con una

disminucién en la resistencia del tejido cicatricial, sugirien-

Empleando la segunda derivada de los espectros do la disminucion en la maduracién de dichas fibras
tenidos mediante MFTIR en la region de las proteinas ami@i&erhaegeret al, 2009).
| (1700-1600 cm), observamos una banda de absorcion a
1651 cmt' relacionada con las-hélices de queratina, resul- Los resultados espectroscdpicos fueron congruentes
tado que concuerda con Andrew Chetral, quienes las con las caracteristicas morfolégicas presentadas en nues-
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