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infiltrados linfo-plasmocitarios en el tejido peri-implantar. Algunas de esas células
rodean la vasculatura pericapsular (A y B) y se extienden en gran parte de esta
region(C). El infiltrado inflamatorio puede tener disposicidn focal, nodular o difusa,
generalizada, en las imagenes D y E se puede observar un infiltrado celular
focalizado de aspecto nodular relacionado con la capsula fibrosa (cuadro negro).
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epitelioide con nucleo en forma de media luna (flecha discontinua). Objetivo 40X:
A, B, C: Objetivo 100X: D, E

Figura 28. Respuesta granulomatosa muestra 6V4. Se observa que el material
central tifie altamente eosindfilo y su organizacion difiere de estructuras similares
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Figura 33. Muestra de piel correspondiente al grupo Intervencion experimental.
Observe que por debajo de la epidermis, el tejido conectivo de la dermis reticular
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Figura 34. Comparacion entre una probable respuesta granulomatosa asociada a
pelo (Imagen A) por la similitud morfolégica con las células constitutivas de un
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biomateriales (Imagen B). Objetivo: 40X en Ay B.
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aplica.
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meses y 8 meses) para cada grupo de estudio. p<0.05. CH: Control Histolégico; I:
Intervencién; CL: Crénico Leve; CM: Cronico Moderado; NA: No aplica.
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RESUMEN

Introduccion: Con el tiempo, la tecnologia RFID (Radio Frequency IDentification)
ha evolucionado paulatinamente en cuanto a sus aplicaciones e insercion en las
actividades del ser humano, siendo totalmente versatil en cuanto a tamano,
presentaciones y composicion por lo que hoy se cuenta con sistemas de microchips
RIFD pasivos de implantacion subcutanea que han sustituido progresivamente otros
tipos de sistema de identificacion humana o animal. El disefio de esta tecnologia
implantable ha requerido que se usen revestimientos biocompatibles,
especificamente polimeros como el Parylene-C® que si bien, ha mostrado eficiencia
bioldgica in vitro e in vivo, su interaccion prolongada a nivel celular y tisular sigue
incierta por lo que eventos como respuesta a cuerpo extrafio e incluso neoplasias
benignas o malignas asociados a la implantacion de microchips, continua con
escasa investigacion.

Objetivo: Describir los cambios tisulares producidos por la implantacién
subcutanea de un microchip RFID pasivo en rata Wistar a partir del analisis de los
cambios histologicos en el tejido conectivo peri-implantar, la epidermis adyacente y
las estructuras anexas.

Materiales y métodos: Esta es una investigacion experimental de tipo descriptivo-
analitico de corte longitudinal en la cual se usaron 28 ratas Wistar como biomodelos
de estudio distribuidos en tres grupos: un grupo de intervencién 1 (implantacion
subcutanea de microchips RFID pasivo recubiertos parcialmente por un biopolimero
comercial), un grupo de intervencion 2 (implantacion de una capsula de vidrio sin
ningun tipo de recubrimiento) y un grupo de control histologico (biomodelos que se
sometieron al proceso quirurgico sin implantacidon) a los cuales se les hicieron
biopsias del implante y el tejido peri-implantar en diferentes tiempos para describir
de forma longitudinal los cambios histologicos a través de placas histologicas
tefiidas con hematoxilina-eosina y tricromica de Masson. La unidad de analisis
fueron 40 bloques parafinados. El analisis estadistico se definié haciendo el analisis
univariado donde se determiné para las variables cuantitativas sus medidas de
tendencia central y dispersion, como el promedio y la desviacién estandar. El
analisis bivariado se hizo teniendo en cuenta la variable “Tiempo de implantacion”
y la variable “Grupo de estudio” por medio del test exacto de Fisher. En la variable
“grosor de capsula fibrosa” se utilizé la prueba de Shapiro Wilks para determinar el
cumplimiento de los principios de normalidad y posterior, se usaron los test de Mann
Whitney y Kruskal Wallis. Se definié que existirian diferencias estadisticas a un valor
p<0.05.

Resultados: Se encontro¢ la formacion de capsula fibrosa en los grupos intervencion
y control en la mayoria de biomodelos, dandose diferencias estadisticamente
significativas entre la aparicion de la capsula fibrosa, la aparicién de inflamacion y
el tipo de inflamacién presente. Se desarrollé una RGCE secundaria a biomateriales
en cuatro biomodelos pertenecientes al grupo intervencion y la aparicion de
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eventuales células gigantes multinucleadas de cuerpo extrafio, infiltrados linfo-
plasmocitarios, macrofagos y presencia de polimorfonucleares.

Conclusiones: Se acepta la hipdtesis nula de que no se pueden observar cambios
histolégicos que constituyan un factor de riesgo la generaciéon de respuestas
granulomatosas de tipo cuerpo extrafio secundarias a un biomaterial, sea este el
vidrio o el Parylene C® como polimero de revestimiento, debido a que los hallazgos
que se encontraron no tuvieron una significancia estadistica. Esto hace entender
que la implantacion de microchips RFID pasivos es plausible desde el punto de vista
bioldgico.

PALABRAS CLAVE: Microchip RFID pasivo, Parylene C®, implantacion
subcutanea, rata Wistar, respuesta a cuerpo extrafo, piel.
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SUMMARY

Introduction: Over time, RFID technology has gradually evolved in their
applications and integration into the activities of the human being, being totally
versatile in size, presentation and composition, so now, we have systems of
subcutaneous implantation passive RIFD microchips what they have gradually
replaced other human or animal system identification. The design of this technology
has required use of implantable biocompatible coatings, specifically polymers such
as Parylene C® that while has shown in vitro and in vivo biological efficiency, its
prolonged cellular and tissue level interaction remains uncertain, so events in
response to foreign body and even benign or malignant neoplasms associated with
microchipping, continues with little research.

Objective: Describe the tissular changes induced by subcutaneous implantation of
a pasive RFID microchip in Wistar rat from the analysis of histological changes in
the peri-implant connective tissue, the adjacent epidermis and adnexal structures

Materials and methods: This is an experimental research of descriptive-analytical
type, in which 28 Wistar rats biomodels were used and divided into three groups: a
control group (implantation of a glass capsule without any coating), an intervention
group (subcutaneous microchipping passive RFID partially covered by a commercial
biopolymer) and a group of histological controls (biomodels who underwent the
surgical procedure without implantation) to which were biopsied implant and the peri-
implant at different times to describe the histological changes through histological
slides stained with hematoxylin-eosin and Masson trichrome. The unit of analysis
was 40 paraffin blocks. Statistical analysis was defined by univariate analysis where
their measures of central tendency and dispersion, as the mean and standard
deviation was determined for quantitative variables. The bivariate analysis was done
taking into account the variable "time implementation" and the variable "study group”
by the Fisher exact test. Shapiro Wilks test was used in the variable "thickness of
fibrous capsule" to determine compliance with the principles of normality and later,
Mann Whitney and Kruskal Wallis were used. It defined statistical differences that
exist at a p <0.05 value.

Results: The formation of fibrous capsule in the intervention and control groups in
most biomodels was found, giving statistically significant difference for the
appearance of the fibrous capsule, the appearance of inflammation and type of
inflammation present. a secondary Foreing Body Granulomatous Response to
biomaterials was found in four biomodels belonging to the intervention group, like
the appearance of giant cells any foreign body, lympho-plasmocitarios infiltrates,
macrophages and polymorphonuclear presence.

Conclusions: The null hypothesis that can not be observed histologic changes that
constitute a risk factor for the generation a secondary Foreing Body Granulomatous
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Response to biomaterials is accepted, be it glass or Parylene C® as a polymer
coating or the development of malignancies associated with peri-implant connective
tissue, because the findings that were found had no statistical significance. This
makes understand that the implementation of passive RFID microchips is plausible
from the biological point of view.

KEY WORDS: Passive RFID microchip, Parylene C®, subcutaneous implantation,
Wistar rat, foreign body response, skin.
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INTRODUCCION

La industrializacion, los avances tecnoldgicos acelerados, la globalizacion y otros
aspectos del postmodernismo, han llevado a que el hombre interactue con su
entorno de una forma diferente. La constante modernizacion de las actividades
basicas del hombre lleva consigo una insercidn drastica de la tecnologia que
evoluciona en pro de la eficiencia y eficacia en el contexto donde dicha tecnologia
sea usada, siendo de gran relevancia en la administracion de la informacion y la
identificacion personal e individual. En cuanto a lo ultimo mencionado, la
identificacion se constituye como una accion que permite clasificar y ordenar una
serie de elementos en conjuntos definidos que pueden ser desagrupados de
acuerdo a criterios unicos que se empleen en el proceso de identificacion, por lo
cual se constituye en una herramienta util para todos los aspectos de la vida
cotidiana; los métodos convencionales de identificacion o administracion de la
informacion (tarjetas plasticas de banda magnética o codigo de barras,
documentacion fisica, etc.) progresivamente estan siendo sustituidos por medios
mas rapidos, comodos y fiables como los codigos QR, los chips y los sistemas NQS
que emplean una tecnologia denominada RFID (Radio Frequency |IDentification).

Con el tiempo, la tecnologia RFID ha tenido grandes cambios en cuanto a sus
aplicaciones en la vida del ser humano, sus usos se remontan a la Segunda Guerra
Mundial y desde entonces ha venido empleando en diversos contextos relacionados
con fines de monitoreo, control e identificacion de equipos, maquinaria y
herramientas; monitoreo e identificacion de animales domeésticos, ganado y fauna
salvaje; operatividad de edificios inteligentes; manejo y control de armamento;
codificacion y registro de productos de consumo; manejo y control de operaciones
financieras, y por supuesto monitoreo e identificacién de seres humanos.

Esta tecnologia es totalmente versatil en cuanto a tamafio, formas, utilidades y
costos por lo que hoy se tienen sistemas de microchips RIFD de implantaciéon
subcutanea compuestos por una capsula de vidrio y un revestimiento parcial de
algun polimero biocompatible, encontrandose referenciado el uso de uno en
particular, el Parylene C. Este biopolimero es usado buscando una retencion fisica
del microchip implantado que evite el desplazamiento del dispositivo a otras zonas
del cuerpo y también para que sea facil su ubicacion al momento de escanearlo o
controlar su estado clinico, ademas, se justifica su aplicacion por la
biocompatibilidad que ha demostrado en algunos tipos de dispositivos biomédicos
como recubrimiento en proétesis valvulares, stends, entre otros(2-5).

A pesar de que estos materiales han mostrado eficiencia biologica in vitro e in
vivo(5), la interaccién prolongada de estos con los diversos tejidos de la piel,
especificamente con el tejido conectivo de la dermis, permanece sin ser
ampliamente estudiada y los hallazgos histopatoldgicos se han reducido a eventos
casuales que no hacen parte de objetivos concretos de investigacion(6,7).
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Las respuestas adversas a dispositivos biomédicos implantados por via subcutanea
y recubiertos parcialmente por polimeros pueden desencadenar diversas
reacciones tisulares por parte del huésped: inflamacion local, dolor agudo, dolor
cronico, problemas en la resolucion de la cicatrizacion de la herida, respuestas a
cuerpo extrano, fibrosis en la regién peri-implantar y desarrollo de tumores
asociados al cuerpo implantado(8—10).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y el creciente uso de los Microchips RFID
pasivos de implantacion subcutanea destinados a fines clinicos, el propdsito de esta
investigacion fue describir los cambios tisulares que se produjeron debido a la
implantacion subcutanea de un microchip RFID pasivo recubierto con Parylene c®
en rata Wistar.
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PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

Pregunta de investigacion

¢ Cuales son los cambios tisulares producidos por la implantacion subcutanea de
un microchip RFID pasivo recubierto con Parylene C® en la piel de la rata Wistar?

Justificacion

Desde el 2004, la FDA (Food and Drugs Administration) aprobo la implantacion
subcutanea de microchips RFID pasivos en seres humanos tras determinar que no
generan ningun impacto negativo en detrimento de la salud humana(11,12); sin
embargo, la investigacion en animales y algunos reportes aislados de casos en
humanos, han manifestado que se pueden generar reacciones alérgicas,
infecciones por mala asepsia durante el procedimientos de implantacién,
infecciones por mal cuidado durante el post-operatorio, lesiones tumorales vy
migracion del microchip de manera subcutanea desde el sitio de implantacion, lo
cual ha sido asociado especificamente al recubrimiento parcial de un biopolimero
genérico llamado Parylene C; ademas de estimada la posibilidad de deterioro y mal
funcionamiento del microchip luego de implantado. Anexo a esto, gran parte de los
resultados de investigacidn que sefialan reacciones adversas al uso de microchips
RFID en humanos o animales, se derivan de hallazgos sin ser objetivos concretos
de investigacion, como es el caso del uso de microchips de identificacion en
diversas especies animales, que se encuentran como poblacién experimental de un
estudio y enferman o mueren por causas agudas o crdnicas relacionadas a la
implantacion del dispositivo en mencion(2—4,7).

Pese a todo lo anterior, el uso de estos dispositivos se ha masificado dada su
aplicacion versatil en areas del conocimiento que van desde la salud publica
(implantacién de microchips RFID pasivos en pacientes con compromisos
sistémicos graves -enfermedades cardiovasculares, sindrome metabdlico, etc.- que
requieran en cualquier atencion acceder a la historia clinica completa), el clima
organizacional de los recursos humanos de grandes empresas (implantacion de
microchips RFID pasivos para controlar horarios de entrada y salida, accesos
restringidos a determinadas areas, etc.) y el establecimiento de la identidad
(implantacién de microchips RFID pasivos con fines de identificacion forense para
el caso de miembros de las fuerzas armadas, personal en riesgo como miembros
de la Cruz Roja, equipos de atencion de desastres, etc.)(13—-16).

Es por ello, que ante la posibilidad de implantacion subcutanea de microchips RFID
pasivos en humanos, la falta de investigacion basica aplicada, la carencia de
protocolos adecuados de investigacion en modelos animales para este fin y la
escasa evidencia cientifica que permita correlacionar el desarrollo de lesiones
benignas y malignas asociadas a la implantacion subcutanea, se hace necesario
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disefiar estudios que permitan fundamentar el uso adecuado y pertinente de estos
microchips en seres humanos, generando nuevo conocimiento que aporte evidencia
cientifica sobre la posibilidad de desarrollar lesiones benignas de curso agudo o
cronico e incluso, lesiones tumorales asociadas al area peri-implantar, que sean
desarrolladas a partir de cualquiera de los tejidos que encontramos a este nivel en
la piel.

Por tanto, esta investigacion pretende describir los cambios tisulares producidos por
la implantacion subcutanea de un microchip RFID pasivo en ratas Wistar, a partir
del analisis de los cambios histologicos en el tejido subcutaneo usando microscopia
optica de luz convencional, con las tinciones hematoxilina-eosina y tricromica de
Masson, en diferentes intervalos de tiempo de exposicion y contrastando los
diferentes tipos de material de superficie (Superficie de Parylene C® y superficie de
vidrio).

De acuerdo con la revision de la literatura, existe controversia sobre la afirmacion
que los microchips RFID pasivos de implantacion subcutanea son agentes causales
de lesiones tumorales o lesiones cronicas agudas como reacciones granulomatosas
de tipo cuerpo extrafio secundaria a biomateriales y en caso de serlo, no hay
informacion sobre el tiempo en que dichas lesiones se puedan desarrollar desde el
momento de la implantacion; por tanto, la hipotesis nula de este estudio es que
durante la implantacion subcutanea de un microchip RFID pasivo en ratas Wistar
no se observan cambios histoldgicos que constituyan un factor de riesgo para el
desarrollo de respuestas granulomatosas de tipo cuerpo extrafio secundarias a un
biomaterial, sea este el vidrio o el Parylene C ® como polimero de revestimiento o
la generacion de neoplasias asociadas al tejido conectivo peri-implantar.

Para fundamentar los cambios a describir, se realizé una revision sistematica de la
literatura, en ingles a través de PubMed, ScienceDirect y Hinari, a partir de
descriptores en salud localizados en el MeSH (Medical Subject Headings) como
“passive RFID microchip”, “Parylene C®’ “subdermal implantation”, “subcutaneous
implantation”, “Foreing body reaction/response”, “Wistar rat’, y “tumors of
connective tissue”; del mismo, en espanol a través de SciELO (Scientific electronic
library online), a partir de descriptores en salud localizados en el DeCS
(Descriptores en Ciencias de la Salud) en la BVS (Biblioteca Virtual en Salud) como
“microchip RFID pasivo”, “Parylene C®”, “implantacion subdérmica”, “implantacion
subcutanea”, “Respuesta/reaccion a cuerpo extrano” “rata Wistar”, y “lesiones
tumorales de tejido conectivo”. Del mismo modo, se emplearon los descriptores

para busqueda en Google Scholar.

Se plante6 como hipétesis alterna que si se pueden observar cambios histolégicos
que constituyan un factor de riesgo la generacion de respuestas granulomatosas de
tipo cuerpo extrafio secundarias a un biomaterial, sea este el vidrio o el Parylene C
® como polimero de revestimiento o para el desarrollo de neoplasias asociadas al
tejido conectivo peri-implantar.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Resena histérica de los sistemas de microchips RFID pasivo

El origen de la tecnologia de identificacion de radio frecuencia RFID (Radio
Frequency ldentification), el cual consiste en un método de almacenamiento y
recuperacion de datos remoto que usa dispositivos denominados etiquetas o “tags”,
se remonta al marco técnico-cientifico de la Segunda Guerra Mundial (L. Theremin
en 1946 y H. Stockman en 1948), durante la cual las naciones que conformaron el
Eje y los Aliados emplearon el radar para detectar la posicion de aviones, barcos,
submarinos y tanques, sin embargo, este sistema no permitia reconocer a que
bando pertenecian cada uno de ellos. Ante esta problematica, serian los alemanes
los que descubririan que, por ejemplo, al girar el avion en vuelo se generaba una
sefal especifica en el radar, lo cual se constituyé en el primer sistema de RFID
pasivo. No obstante fueron los ingleses, de la mano del creador del radar, el fisico
R.A. Watson-Watt, los que desarrollarian en 1938 el sistema IFF (“/dentification,
Friend or Foe”), el cual consistia en un transmisor o ‘“fransponder”
(TRANSmitter/resPONDER) instalado en los aviones britanicos el cual enviaba una
sefal activada cada vez que volaran a cierta distancia de los radares en tierra
(sistema pasivo) o enviaban transmisiones constantes a varias millas de la posicion
de dichos radares (sistema activo), por lo que los aviones propios podian ser
detectados sin riesgo de ser derribados. Posteriormente este sistema fue aplicado
a los vehiculos marinos, submarinos y terrestres, e inclusive dejé de ser de uso
exclusivo de las fuerzas militares, para emplearse en la seguridad de automoviles
y maquinaria de trabajo en caso de robo (17,18).

En los afios 60 del siglo pasado, diferentes investigadores sentaron las bases del
futuro de los RFID y su aplicacion comercial. R.F. Harrington (1963); R. Richardson
(1963) impulso los dispositivos activados de manera remota a traveés de frecuencias
de radio; J.P. Vinding (1968) aplicé los conocimientos de la época a un sistema de
identificacion mediante las funciones “pregunta/respuesta”; J.H. Vogelman (1968);
y O. Rittenback (1969) estudio las comunicaciones mediante mecanismos de
radar(17).

En 1970 los disefadores, inventores, compafias privadas, instituciones
académicas y laboratorios gubernamentales se encontraban trabajando
activamente en la tecnologia RFID, como es el caso del Laboratorio Cientifico “Los
Alamos” de la Universidad del Noreste de los Estados Unidos (M. Cardullo en 1973
patentaria el antecesor del microchip RFID como lo conocemos hoy en dia, un
transponder pasivo con memoria) y la Fundacion Microwave en Suecia, cuya
investigacion evidencio notables adelantos en el campo de la telemetria y la
identificacion electronica modulada. Posteriormente empresas como la RCA y la
General Electric se encontraban investigando en diferentes sistemas de
identificacion electronica(17).
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Con el paso del tiempo se amplié el espectro de frecuencia (de 125 kHz a 13.56
mHz) alta lo cual permitié la aplicacién de la tecnologia RFID a un sin numero de
actividades versatiles como mandos de acceso, sistemas de pago y el empleo de
tarjetas inteligentes, que permiten entre otras cosas colocar en vehiculo en
movimiento con la funcion de seguridad, mediante la implementacion del EAS
(Electronic Article Surveillance), sistema que se convertiria en la etiqueta
electronica o microchip de mayor uso en la actualidad por su bajo costo y eficacia,
cuya funcion era indicar la presencia o ausencia de un objeto(18).

La empresa Texas Instruments implementaria el sistema Tiris antirrobo mediante el
cual una tarjeta electrénica permite colocar en marcha un automovil. Ya en el campo
enteramente civil, las primeras patentes de RFID consistieron en transmisores que
abrian puertas permitiendo el acceso a determinada area unicamente a personal
autorizado el cual contaba con el transmisor. El gobierno de los Estados Unidos
aplicé la tecnologia en el sector energético para rastrear materiales nucleares, el
sector del transporte, implementando peajes automatizados en caminos, puentes y
tuneles alrededor del mundo, y en el sector ganadero empleando microchips
encapsulados en vidrio de implantacion intra-dérmica para rastrear e identificar
ganado(19,20).

De igual forma en Europa, la nueva tecnologia encontré gran aceptacion y su
desarrollo se llevé a cabo por empresas como Microdesign, CGA, Alcatel, Bosch
and the Philips spinoffs of Combitech, Baumer y Tagmaster entre otras(17).

Para 1990 la sefial de radio frecuencia fue ampliada al sistema UHF (Ultra High
Frequency) lo cual amplio la capacidad de lectura a un rango igualmente mayor,
pero debido a los costos de la tecnologia y a la falta de reglamentacion, solo entré
en vigencia entre 1999 y 2003 cuando se disefaron las etiquetas inteligentes
avaladas por el Uniform Code Council en el 2002, las cuales fueron empleadas para
identificar y rastrear diferentes productos a través de la cadena de produccion,
suministro y venta mediante un numero de serie electronico el cual seria accesible
por la Internet(21).

A partir de este momento la patente fue adquirida por diferentes laboratorios de
investigacion (The Gillette Company, Procter & Gamble, Wal-Mart, Hewlett-
Packard, Johnson & Johnson, Checkpoint Systems y Auto-ID Labs entre otros) en
Australia, Reino Unido, Suiza, Japon y China, los cuales unificaron los protocolos
de la interfase, el Cédigo del Producto Electronico (EPC - Electronic Product Code)
y el disefio de la red de lectura asociada a la Internet. Para el futuro proximo, la FCC
(Federal Communications Commission) augura que la frecuencia alcanzaria los 5.9
gHz, lo cual ampliara exponencialmente la lectura remota de los microchips(17).

Si bien es cierto que durante los primeros afos de éxito la aplicaciéon de la RFID fue
enteramente comercial, para el 2002 la tecnologia permed el campo de la salud, en
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donde empresas como VeriChip Corporation implementaron una serie de
transponders pasivos solo de lectura reconocidos como VeriChip™, los cuales son
implantados de manera sub-cutanea en seres humanos con fines médicos como la
identificacion de pacientes y lectura de la historia clinica(22).

Estos microchips se empezaron implantar en humanos partir del 2004, dos afos
después de que la FDA (Food and Drugs Administration) aprobé su empleo tras
determinar que no generaban ningun impacto negativo en detrimento de la salud
humana, a pesar de que le han sido asociadas reacciones alérgicas, infeccidn por
mala asepsia al momento de la implantacion o durante el post-operatorio y
migracion del microchip de manera sub-cutanea desde el sitio de implantacion, y
estimada la posibilidad de deterioro y mal funcionamiento luego de implantado(11).

La acogida mundial de esta tecnologia es tal, que actualmente los RFID son
empleados en casi todas las actividades con fines de monitoreo, control e
identificacion de equipos, maquinaria y herramientas; monitoreo e identificacion de
animales domésticos, ganado y fauna salvaje; operatividad de edificios inteligentes;
manejo y control de armamento; codificacion y registro de productos de consumo;
manejo y control de operaciones financieras, y por supuesto monitoreo e
identificacion de seres humanos(12,14,20,21,23-26).

Actualmente este sistema de identificacion por radio frecuencia consiste en un
microchip RFID o tag, un lector o escaner y una base de datos almacenada en un
computador, la cual puede ser accedida a través de la Internet. El empleo de este
sistema incrementa la eficiencia y productividad de un proceso, haciendo mas
versatil la identificacion, conteo, rastreo y clasificacion del cualquier elemento, lo
cual optimiza la recoleccion de datos e identificacion de todo tipo de productos,
disminuye errores y el desperdicio de recursos, mejora la administracion de
informacion, reduce costos operativos y de produccion, incrementa el control de
calidad, mejora la calidad del servicio al cliente. Con base a estos beneficios, el
sistema se emplea en la actualidad en identificacion de contenedores, inventarios
dinamicos, control de transporte publico y auto-tanques, gestién en lineas de
produccion, autentificacion de marcas, reconocimiento automatico de
consumidores, proteccion antirrobo de vehiculos, librerias, control de combustible y
de llantas, y la identificacion de animales e inclusive de seres humanos entre otros.
Estas ultimas con una amplia aplicacion en los sectores comerciales y de la salud;
inclusive, en la literatura ya existen reportes de identificacion de individuos que han
fallecido durante el concurso de grandes desastres como el tsunami ocurrido en
Asia en el 2004, en donde una victima fue identificada mediante la lectura de un
microchip implantado de manera sub-cutanea(14).
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1.2. Microchip RFID pasivos

Los microchips, etiquetas electrénicas, RFID tags o transponders de identificacion
electronicos pasivos consisten en un artefacto de resonancia eléctrica conformado
por un circuito de condensadores, una antena de recepcion y transmision, y un
microchip electrénico, el cual, al entrar en contacto a través de la antena a una
distancia de unos 10 cm aproximadamente con un campo electromagnético
especifico de baja potencia y amplitud modulada (AM) generado por el escaner, se
alimenta con el voltaje inducido en la resonancia (de una frecuencia que va desde
125 kHz hasta la banda ISM -Industrial Scientific and Medical- de 2.4 gHz, e incluso
mas), para que este envie el cddigo unico de identificacion al mismo escaner, una
vez alli, el cdédigo se amplifica y se convierte en formato digital, de esta forma se
descifra y se presenta el numero unico de identificacion en la pantalla LCD del
escaner (Figura 1).

antebrazo derecho

Cédigo unico de
identificacion

Display
f <: \ (Pantalla LCD)
Sefial emitida
por el escaner Escaner de
bolsillo
il Sefial emitida DEa?g% i
: ROFREImcrachip para identificacién
Microchip RDIF S
i implantado la region
indivdiio superior posterior del
POCKET » READER

Campo
electromagnético

Figura 1. Esquema sistema funcionamiento microchip RFID pasivo VeriChip™

El tag consiste en el microchip en si, el cual almacena un cédigo de identificacion
de 16 digitos, grabado en la superficie de forma inalterable con laser antes de su
ensamble; la antena, muy simple, es una bobina de alambre de cobre alrededor de
un nucleo de ferrita o de una base de hierro, que se encarga de recibir y transmitir
desde y hacia el lector las diferentes senales; y el condensador recibe del escaner
el voltaje necesario para permitir del microchip se active y emita el cddigo de
identificacion (Figura 2).
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Figura 2. Esquema componentes de un microchip RFID pasivo VeriChip™.

Estos microchips, de acuerdo a la aplicacion, se fabrican en diferentes
presentaciones variando desde una etiqueta inteligente adhesiva empleada para
marcar productos de consumo, hasta una capsula biocompatible de vidrio
constituida por cristal de cal de soda (USP tipo Ill) de 12 mm de longitud que se
implanta de manera subcutanea en animales y seres humanos.

Al ser implantado de manera subcutanea, la capsula de vidrio es recubierta en un
extremo por una envoltura de 50 micras confeccionada de un polimero poroso de
polipropileno inerte (Parylene C®, Bio-Bond®) que es similar al latex y que es
utilizado para la fabricacion de proétesis y partes de los marcapasos cardiacos, por
lo que no existe rechazo por parte del organismo y que en este caso facilita la
fijacion al tejido al promover el desarrollo de fibroblastos y fibras de colageno
alrededor del implante, ya que al ser inyectado bajo la piel, el organismo lo reconoce
y forma una delgada capa de proteina que lo fija en el sitio de implantacion evitando
de esta manera el desplazamiento o migracion del microchip(27).

Los microchips RFID se pueden clasificar de acuerdo a la capacidad de
almacenamiento de informacidén, dentro de los cuales se encuentran los
transponder de autenticacion, que guardan un codigo serial predefinido e
inalterable, empleados principalmente para identificar animales domésticos; los
transponder multipage, que permiten agregar informacion adicional diferente del
cédigo serial, de amplio uso en los sectores agro-industrial y médico (implantado en
un paciente puede suministrar aspectos de la historia clinica en caso de ser
necesario); y los transponders del tipo sensor, de mayor objeto de investigacion en
la actualidad, que informan continuamente el funcionamiento fisiolégico de un ser
vivo como temperatura, concentracion de metabolitos, hormonas y farmacos,
presion arterial, etc.

También se pueden clasificar de acuerdo al ancho de banda, siendo los de
frecuencia baja (100-500 kHz) empleados para abrir puertas, identificacion animal,
control de inventarios, inmovilizacion de automdviles, etc. Debido a su corto y medio
rango de lectura por parte del escaner; los de frecuencia intermedia (10-15 mHz)
de igual aplicacion que el anterior pero con una velocidad de lectura un tanto mayor;
y los de frecuencia alta (850-950 mHz y 2.4-5.8 gHz) de amplio rango y mayor

31



velocidad de lectura, aplicados comercialmente en monitoreo de vehiculos
principalmente.

De igual forma, los microchips RFID pueden ser clasificados de acuerdo al tipo de
la fuente de poder, en pasivos (empleados principalmente en seres vivos) cuando
la energia requerida para su activacidn proviene del lector o escaner y es
transmitida a través de la antena y, activos cuando la fuente de energia la posee el
microchip; estas ultimas son de mayor tamafio y se emplean en sensores de
impacto, presion, posicion, presion, temperatura, radiacion, etc.

Otro tipo de clasificacion se basa en las caracteristicas de la memoria, esto es, los
transpoders de solo de lectura y los franspoders de lectura y escritura, estos ultimos
con mayor capacidad de almacenaje(18,21,22,24).

En la actualidad, en el mercado se pueden encontrar diferentes marcas comerciales
de microchips RFID pasivos de implantacion sub-cutanea y de uso veterinario como
Avid® (American Veterinary Identification Devices), Allflex®, Destron Fearing®
(Destron-Fearing Company), Identi-Pet®, InfoPET® (Biomark Inc), EasyTrac-ID®,
entre otros regulados por una serie de normas ISO; y solo uno de uso en seres
humanos VeriChip™ (VeriChip® Corporation) aprobado por la FDA (aprobacién
clase Il - controles especiales)(11).

La manufactura de los diferentes microchips RFID pasivos implantados en seres
vivos cuentan con regulacion de la International Standard Organization reconocidas
como la normatividad ISO(28). Es asi como los microchips cuentan con 128 bits de
capacidad de informacion distribuida de acuerdo a la Norma 1SO 11784:1996(29)
(Figura 3), 11 bits iniciales no reproducibles empleados para la sincronizacion del
lector y del microchip. 64 bits que constituyen el codigo o numero unico de
identificacion; distribuidos en 38 bits para el codigo de cada pais (el cual se
encuentra regulado por la norma ISO 3166: 1993 y que para el caso de Colombia
seria el A2: co, el A3: col y el numero: 170), 10 bits para la identificacion electronica
de cada fabricante del microchip, 1 bit denominado Data Block empleado para
conocer si existen datos adicionales, 14 bits disponibles para implementaciones
futuras y extension de informacién y 1 bit para identificacién del espécimen. 18 bits
denominados CRC 16 CCIT o espacio ciclico de redundancia para la deteccion de
errores, cuya funcion radica en la transmisién correcta de los datos. 27 bits de
extension, reservados para usos futuros(30).
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Figura 3. Estructura de la informacion almacenada en el microchip RFID pasivo

De igual forma la Norma ISO 11785: 1996(31), especifica como un microchip se
activa y la manera como la informacion guardada se transfiere a un lector o escaner,
esto es el protocolo de transmision o protocolo radiofrecuencia, el cual debe contar
con un protocolo Full Duplex FDX cuya funcion es transmitir la estructura de la
informacion del microchip (Figura 4) y un protocolo Half Duplex HDX encargado de
iniciar la lectura del microchip una vez el condensador se ha cargado de energia y
la sefial emitida por el lector o escaner ha finalizado. Ademas, este protocolo regula
el tiempo, la modulacién, la frecuencia y el canal de toda la transmision.

Otras normas internacionales complementarias son la Norma ISO 14223-1:
2001(32), la cual es una extension de las anteriores, para especificar la
autentificacion de la estructura del cédigo de la radiofrecuencia empleada por el
sistema de identificacion en seres vivos, esto es la interfase aérea, el codigo y su
orden de estructura y las diferentes aplicaciones; la Norma ISO 14443: 2001,
empleada para definir la distancia (minimo 10 centimetros y maximo 1.5 metros)
que se requiere entre el lector o escaner y el microchip para activar este ultimo, lo
cual va a depender de la capacidad de recepcion y transmision de la antena del
microchip RFID pasivo. De igual forma controla aspectos como bloqueo de datos,
extension del tiempo de espera de la lectura, multiactivacion del sistema, naturaleza
de la radiofrecuencia y caracteristicas de la sefial bidireccional; y finalmente la
Norma ISO 15693: 2004, dirigida hacia la regulacién de los lectores o escaners,
controla la distancia de lectura estipulada dependiendo de la frecuencia, la
modulacién del campo electromagnético y especifica la naturaleza y caracteristicas
de los campos de radiofrecuencia usados asi como las comunicaciones
bidireccionales entre el lector o escaner y el microchip.

1.3. VeriChip™
VeriChip™ es un transponder pasivo (implementado por Applied Digital Solution,

manufacturado por Digital Angel® Solutions y distribuido por VeriChip™
Corporation) de uso comercial y de implantacion sub-cutanea en la regidén posterior
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superior del antebrazo derecho (33) en los seres humanos mediante una jeringa y
una canula en un proceso quirurgico simple y ambulatorio (Tabla 1). Dicho
microchip cuenta con un cddigo unico de identificacion conformado por 128 bits
encriptados. Una vez implantado, su lectura unidireccional se realiza a través de
escaner VeriChip Pocket Reader™ a una distancia aproximada de 10 cm (Tabla 2).

Tabla 1. Componentes y especificaciones técnicas de un microchip
RFID pasivo (VeriChip™)

Especificaciones técnicas VeriChip™

Memoria: EEPROM
. 125 Khz. a 134.2
Frecuencia: KHz
Tamafio 12 mm x 2 mm
" | capacidad: 128 bits (16 digitos)
Capsula: Vidrio de cal
o ... | Polimero de
Antimigracién: polipropileno
Durabilidad: Hasta 99 afos

Este escaner proporciona al fransponder una pequefia cantidad de voltaje (una
milésima de vatio) a través de la frecuencia de radio (134.2 kHz) para activar el
microchip con el fin de que este ultimo proporcione el codigo unico de identificacion
igualmente a través de una frecuencia de radio(33).

El transponder consiste en una antena receptora/transmisora conectada a un
microchip (el cual almacena el cédigo unico de identificacidn) y un condensador, el
cual es el encargado de obtener el voltaje de la radiofrecuencia emitida por el
escaner y de esta forma activar el microchip. Estos tres elementos se encuentran
recubiertos por una capsula de vidrio biocompatible de un tamafio no mayor a 12
mm de largo por 2 mm de ancho(34).

VeriChip™ tiene un gran numero de aplicaciones potenciales en la vida cotidiana
como serian la identificacion infalsificable e inviolable para el ingreso a instalaciones
de alta seguridad como bases e instalaciones militares, aeropuertos, oficinas
gubernamentales, acceso a embajadas, etc.; del mismo modo que resulta una
fuente de informacidon en aplicaciones de salud, que proporcionaria el acceso a
bases de datos que facilitan el conocer el historial médico de un paciente para
ayudar al diagnostico de enfermedades, identificacion de dispositivos meédicos
como marcapasos, valvulas coronarias o articulaciones artificiales, integracion y
consulta del historial médico de pacientes que requieren cuidados especiales, y en
casos de emergencia, permite la identificacion rapida y segura de una persona, sin
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necesidad de recurrir a técnicas biométricas como el estudio de huellas dactilares,
reconocimiento de voz u otras mas sofisticadas.

Tabla 2. Componentes y especificaciones técnicas de un Escaner
VeniChip Pocket Reader™ (se pueden observar también la jeringa
empleada en la implantacién sub-dérmica y un microchip)

Especificaciones Escéaner VenChip

Pocket Reader™
Material: Plastico
i Frecuencia | 125 Khz. { 134.2 Khz
- . 285 mm x 80 mm x 32
l .ﬁe; Tamafio: m
~ N f'?
a\\*-\_ Peso: 406 gr

Energla: 4 Pilas alcalinas AAA

Display 16 caracteres
LCD

Puerto: Sernal RS 232

Pantalla:

1.4. Uso de microchips RDIF pasivos
1.4.1. Aplicaciones médicas

Varios investigadores propusieron en 2005 que el manejo administrativo dentro del
sistema de salud se podia optimizar mediante el empleo de un sistema
interconectado de microchips RFID pasivos que permitieran identificar y hacer
seguimiento de los pacientes y los equipos relacionados con estos, no solo en el
manejo intrahospitalario sino inclusive en el domicilio(35). Smith (36), manifesté la
posibilidad de implantacion subcutanea de microchips RFID VeriChip™ en los
pacientes con enfermedades cronicas para su manejo intrahospitalario vy
domiciliario, lo cual incluye el facil acceso inalambrico a la historia clinica completa
para obtener informacién basica como nombre de medicamentos usados,
complicaciones, alergias, protocolos farmacoldgicos, planes de tratamiento, etc.,
disminuyendo de esta forma el riesgo a suministrar medicamentos equivocados, a
su vez, optimizando el tiempo de atencion y porque no, salvando la vida de los
pacientes debido a la atencion idonea y oportuna. Oztaysi et al(37), mencionaron
que el uso de microchips RFID pasivos dentro de los hospitales, repercutiria
positivamente en la prestacién de servicios con elevados estandares de calidad,
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debido principalmente a la reduccion del tiempo en la ejecucion de procedimientos
administrativos, a la disminucion de los margenes de error, a la rapida identificacion
y asociacion del paciente a su respectiva historia clinica y a todo lo que tiene que
ver con el manejo de equipos e insumos médicos. Sin embargo y pese a todas estas
ventajas, los autores expresan la limitacion ética de la tecnologia de radiofrecuencia
en el mantenimiento de la confidencialidad y reserva de la informacion.
Mehrjerdi(38), revisé los conceptos fundamentales del proceso de identificacion a
través de radiofrecuencia (RFID) y su aplicacién en los diferentes actores del
sistema de salud (pacientes, empleados, equipos, medicamentos y registros), los
cuales finalmente fueron destinados a la optimizacion de la localizacion vy
seguimiento de los registros, con el objetivo de minimizar la pérdida de recursos y
de informacién. Yao et al(39), indicaron que el empleo de microchips RFID pasivos
aumenta la capacidad de seguimiento en tiempo real de equipos, suministros y
personal (pacientes, profesionales de la salud y personal administrativo) dentro de
los hospitales, sin embargo existen diferentes barreras de aceptacion como la
limitacion tecnologica, la interferencia de la seial, los costos, la falta de estandares
globales y la preocupacion tacita sobre la invasion a la privacidad. Wamba(40), hizo
una revision sistematica de la literatura (articulos publicados entre 1997 y 2011) en
la cual manifestd que los microchips RFID pasivos tienen una importante aplicacion
dentro del sistema de salud, la cual incluye identificacion de los pacientes y sus
examenes de laboratorio y pruebas diagndsticas para evitar confusiones; manejo
de las historias clinicas de los pacientes; monitoreo de los pacientes por parte del
personal administrativo, técnicos de apoyos y profesionales de la salud, monitoreo
de los equipos, organizacion de los aspectos financieros relacionados con todo el
sistema de salud, optimizacién del inventario de medicamentos, equipos, material
desechable, etc., entre otros.

1.4.2. Mecanismo de identificacion forense

En la literatura especializada se pudo encontrar diferentes reportes de mecanismos
para marcar los diferentes aparatos de rehabilitacidén oral con fines de identificacién.
Harvey en 1966(41), Turner et al en 1976(42), Ryan et al en 1993(43), Berry et al
en 1995(44), Cross y Wolfaard en 1995(45), Ling en 1998(46), Borrman et al en
1999(47) y Reeson en 2001(48) reportaron diferentes materiales y dispositivos
(etiquetas en papel, alambre, resina, grabados) para marcar las prétesis de cada
paciente para permitir la posibilidad de identificacion en caso de muerte.

Moya et al (49), reportaron el empleo de alambre ortodoncico de calibre pequefio
en la confeccidn de letras y etiquetas de papel con los nombres de los pacientes
rotulados, los cuales serian introducidas en el acrilico de las protesis totales y en
los aparatos ortopédicos removibles; y el marcado con las iniciales de los pacientes
de los elementos metalicos de las protesis fijas y removibles mediante instrumentos
rotatorios. En 1985 la Asociacion Dental Americana (ADA) desarrollé un microdisco
acrilico (azul para hombre y rosado para mujeres) de unos 3 a 4 milimetros de
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diametro, el cual seria cementado en la superficie vestibular del primer molar
superior derecho. Este dispositivo tendria grabado un codigo alfanumérico unico
que identificaria a cada individuo. Pese a que el desarrollo, estandarizacion y
normatividad del microdisco fue llevada a cabo, su uso nunca se implementd por
dificultades de registro y licencia(50-52), proponen marcar las protesis removibles
parciales y totales con etiquetas de codigo de barras, aplicando la tecnologia actual
de identificacion de productos mediante el empleo de un escaner. Ya en 2002,
Rajan y Julian(53) indicaron el empleo de microchips con estos fines, para lo cual
reportan el estudio de Millet y Jaeannin en 2004 quienes realizaron un estudio en el
que incorporan un microchip (PRODidone; Clerc Edition SA) de 2.2 mm de diametro
con el objetivo de marcar prétesis totales acrilicas mediante el sistema de lectura o
escaneo de RDIF pasivos.

En la actualidad la empresa Dentalax® comercializa un microchip (un disco de 6
milimetros de diametro) y su lector (el cual puede ser un escaner de bolsillo o una
tarjeta adaptable a una pocket pc) con el fin de etiquetar protesis removibles
parciales y totales que cuenten con acrilico(54).

Richmond y Pretty en 2009(13), describieron la posibilidad técnica de incluir
microchips RFID pasivos dentro de las prétesis dentales acrilicas como mecanismo
eficiente para identificar individuos. Meyer et al en 2006(14), reportaron que el
tsunami que en 2004 afecto a indonesia dejé mas de 200.000 cadaveres, los cuales
fueron etiquetados en las morgues provisionales con microchips RFID pasivos, lo
que contribuyd a que los equipos de atencion de desastres funcionaran de una
manera mucho mas versatil en los procesos de identificacion de victimas y entrega
de cuerpos a los familiares sobrevivientes. Thievesen et al en 2006(15,16)
realizaron un estudio in vitro en cual implantaron varios microchips RFID pasivos de
uso veterinario (EasyTrac-ID®) en molares humanos, y observaron el
comportamiento del sistema, tanto del microchip como el material de obturacion
empleado, ante fuerzas de comprension, altas temperaturas y termociclado, cuyos
resultados argumentan que este tipo de sistemas son de gran utilidad para la
identificacion de un individuo dentro del contexto forense, pero que dada la
naturaleza del dispositivo, se hace necesario desarrollar un microchip especifico
para implantacion dental que optimice los resultados de las pruebas fisicas. Moreno
et al en 2013(55), evaluaron el comportamiento in vitro de un microchip RFID pasivo
implantado en dientes molares humanos y sometido a fuerzas de compresién para
determinar su viabilidad técnica y clinica, concluyendo que, aunque las dimensiones
de microchip son grandes y se requiere una cavidad de gran tamafio, desde el punto
de vista biomecanico, es plausible hacer dicho procedimiento realizando una
cavidad tipo V y empleando un material resinoso para restauracion y cementacion.
De la misma manera, Moreno et al en 2013(56), realizaron un experimental in vitro
que evalué a travées de microfotografia electronica de barrido (MEB) el
comportamiento fisico de las interfases de los tejidos dentales, de una restauracién
en resina compuesta (Filtek P90™ Silorane 3M-ESPE®) y un de microchip RFID
pasivo (VeriChip™) implantado en molares humanos, con el fin de determinar las
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posibilidades técnicas y clinicas de la implantacion y la viabilidad para resistir las
fuerzas de compresion ejercidas por el sistema estomatognatico durante la
masticacion, concluyendo que desde el punto de vista biomecanica las interfases
observadas presentan gran resistencia a las fuerzas de compresion y solo
evidencian fallas adhesivas a valores extremos que superan la fuerzas del sistema
estomatognatico.

1.5. Parylene C®

La capsula de vidrio del microchip RFID pasivo se encuentra parcialmente revestido
(a manera de una funda) por un material hidréfobo, biocompatible y bioestable,
altamente resistente en el medio organico e inorganico, a los acidos fuertes, a las
soluciones causticas, a los gases y al vapor de agua. Consiste en un biopolimero
de polipropileno poroso patentado como Parylene C® y comercializado con el
nombre de Biobond® (para el caso de microchip empleado en este estudio), el cual
cuenta con un espesor de 0,2 micras y cuya funcion es la de impedir la migracién
de microchip dentro del tejido implantado debido al principio biolégico de
estimulacién de produccion de fibras de colageno alrededor del implante por parte
los fibroblastos (Figura 4).

Figura 4. Microchip RFID pasivo (VeriChip™). Notese la funda de Parylene C®
rodeando parcialmente la capsula de vidrio hacia el extremo de la derecha.

La migracion se produce cuando el microchip RFID pasivo implantado se aleja del
lugar original de implantacion, lo cual dificultaria su seguimiento y por ende la
optimizaciéon del cumplimiento de sus indicaciones y funciones. El uso de
biomateriales poliméricos resulta esencial en la fabricacion de dispositivos médicos
que pueden ser implantados quirurgicamente en el interior del cuerpo de los seres
humanos, cuyo efecto resulta en una reaccion del tejido a un cuerpo extrafio que
comprende la encapsulacién del implante en una capsula de colageno mas no la
integracion implante-tejido. Es por ello, pensando en la estabilidad del implante, que
se han desarrollado modificaciones superficiales de los dispositivos a implantar para
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mejorar la interfase y lograr, ahora si, una integracion implante-tejido que optimice
significativamente el rendimiento del sistema bioldgico tisular peri-implantar. Es asi
como la FDA aprob6 el Parylene C® como un material polimérico poroso
biocompatible capaz de comportarse como una interfase que logra integrar el
dispositivo implantado con el tejido peri-implantar(2-5).

1.6. Piel en mamiferos como humanos y roedores (ratones y ratas)

La piel o integumento, es el 6rgano mas extenso del cuerpo, representa el 15% del
peso corporal y tapizando hacia el exterior la totalidad del cuerpo en condiciones
normales(57-59); hace parte del sistema tegumentario junto con las diferentes
faneras o anexos que incluyen: las unidades pielo-sebaceas, las ufias, las glandulas
sebaceas, las glandulas sudoriparas, las glandulas mamarias y los dientes.

Este organo cumple funciones diversas como lo son proteger el organismo contra
agresiones fisicas (friccion o golpes), quimicas (luz ultravioleta o sustancias) o
biolégicas externas (microorganismos), controlar la homeostasis del agua, servir
como termorregulador corporal, tener regulacion sensitiva general, cumplir una
funcién endocrina y paracrina, entre otras(57-59).

La piel presenta diferentes capas y estratos llamados epidermis, dermis y un tejido
celular subcutaneo que algunos autores lo denominan como hipodermis, pero en
los roedores podemos encontrar una estructura extra denominada paniculo
carnoso, del cual se hablara mas adelante. Entre la piel de humano y roedores se
pueden encontrar varias caracteristicas, mencionadas en la Tabla 3 y vistas en la
Figura 5y la Figura 6.
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Figura 5. Piel de rata Wistar con sus caracteristicas de normalidad tefida con
Hematoxilina — Eosina. A. Reconstruccion en el plano Y a 10X, observe la
distribucion de los componentes tisulares que conforman la piel. La representacion
del musculo hacia nivel basal es el paniculo carnoso. B, D, E imagenes a 10X. C.
Imagen a 40X, observe un foliculo piloso y varias glandulas sebaceas alrededor.

Figura 6. Piel de rata Wistar con sus caracteristicas de normalidad tefida con
Tricrdmica de Masson. A. . Reconstruccion en el plano Y a 10X, observe la
distribucion de los componentes tisulares que conforman la piel. La representacion
del musculo hacia nivel basal es el paniculo carnoso.

Tabla 3. Piel y anexos a partir de Dorsett-Martin W(60) y Treuting P. Et

al(61) *
Caracteristica Roedores Humano
Epidermis Si, delgada. Epitelio Si, grosor variable.
plano estratificado Epitelio plano
queratinizado estratificado
queratinizado
Membrana basal Presente Presente
Dermis Presente, escasa dermis Presente

papilar
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Grosor epidérmico de la
piel corporal (piel
delgada)

Grosor epidérmico de la
piel gruesa

Tipos de pelos corporales

Otros tipos de pelos

Ciclo del pelo
Glandulas sebaceas
Glandulas sebaceas
modificadas

Glandulas Ecrinas
Glandulas  sudoriparas
apocrinas

Uhas

Paniculo carnoso

Delgada (10-15um)

Cola (70-80um), hocico
(20-30um), parpado (50-
60um), regiones palmo
plantares (150-400um)
Guard

Auchene

Zig-zag

Awl

Cilias (Pestaras)
Vibrisas faciales
Peri-anales

Cola

Orejas

Patréon en ondas
Si

G. Meibomianas
G. de Zymbal

G. Prepuciales
G. Clitorales

G. Perianales

Si, regiones  palmo
plantares
Glandulas mamarias,

pero no cuentan con
glandulas ceruminosas
Si

Presente. Musculo
estriado esquelético

Mas gruesa (50-100um)

Mas gruesa (300-400um)
Palmas y plantas

Vellos
Terminales

Cilias (Pestafas)
Pubico
Pubico facial

Patron en mosaico
Si

G. Meibomianas
G. Ceruminosas

Si, en todo el cuerpo

Si; axilas, region
genitourinaria, glandulas
ceruminosas, glandulas
mamarias

Si

Ausente

*Tabla adaptada y modificada.

1.6.1. Epidermis

La epidermis es la capa mas superficial de la piel, constituida histolégicamente
como un epitelio plano estratificado queratinizado, constituido principalmente por
queratinocitos (aproximadamente 90% de las células de la epidermis) y otros tipos
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de poblaciones celulares como las células de Langerhans, los melanocitos, las
células de Merkel y los linfocitos intraepiteliales. Embriolégicamente se empieza a
formar pasado el proceso de gastrulacion a partir del ectodermo de superficie por
la sefalizaciéon de Wnt que bloquea la capacidad de respuesta del ectodermo al
Factor de Crecimiento Fibroblastico y seguido a esto, la expresion de las células de
Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMPs), que destinan a dicha porcién del
ectodermo a evolucionar a epidermis, la cual, inicialmente estaba formado por una
capa unica de células madre denominada peridermo.

A su vez, la epidermis madura esta formada por 5 capas celulares:
¢ Estrato basal.
¢ Estrato espinoso.
e Estrato granuloso.
¢ Estrato lucido.
¢ Estrato corneo.

Se encuentran 4 tipos celulares diferentes: queratinocito (célula mas abundante en
epidermis. Mitéticamente activos en la capa basal, van desplazando otros
queratinocitos hacia la superficie), melanocito (origen en la cresta neural, no posee
uniones desmosomales), células de Langerhans (procesos dendriticos, bajo
presentacion antigénica), células de Merkel(60).

A pesar de ser un biomodelo ampliamente utilizado, es escasa la literatura que hace
la caracterizacion histolégica y morfométrica de la piel de la rata, en especial de la
cepa Wistar, por lo que se hace necesaria hacer la descripcion histologica de las
células y estructuras anexas que constituyen la epidermis, dermis e hipodermis bajo
condiciones de normalidad en la arquitectura tisular, es decir, cuando la piel no ha
sufrido ningun tipo de traumatismo debido a un agente externo.

.1.6.2. Dermis y faneras o anexos.

e Unidn dermo-epidermica. Compuesta por hemidesmosomas, lamina basal y
tejido conectivo.

e Dermis: Formada por tejido conectivo entre la epidermis y la hipodermis. Tiene
una capa papilar y otra reticular. La capa papilar es tejido conectivo laxo,
contiene vasos sanguineos pequefos, linfa y nervios; se pueden encontrar
células como fibroblastos, macrofagos y mastocitos Se encuentran colageno
fino y fibras elasticas. La capa reticular contiene plexo vascular, linfa, nervios
y apéndices. Se encuentra fibras colagenas tipo | compactas y fibras
elasticas gruesas.

e Hipodermis: Tejido adiposo.

e Apéndices: Glandulas sebaceas, Glandulas sudoriparas (asociada con los
foliculos pilosos, libera sus productos de secrecion en el lumen, conducto
recto), musculos erector pili. En cuanto al sistema circulatorio, este esta
comprendido por un plexo subpapilar, un plexo cutaneo y un suplemento
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arterial y drenaje venoso en la hipodermis’. Aunque estructuralmente es
consistente en todo el cuerpo, la piel varia en espesor segun el sitio
anatomico y la edad del individuo’. Piel en biomodelo: Rata Wistar Las
ratas han sido comunmente usadas para estudios sobre curacion de heridas
en piel y se han evaluado las diferentes modalidades de tratamiento, dada
su disponibilidad, bajo costo y tamafio. Si bien estas caracteristicas
permiten acceder al biomodelo como un recurso potencial para evaluar
cicatrizacion o reparacion de heridas, hay condiciones fisiologicas,
histologicas y morfolégicas que hacen evidente, discrepancias en los
procesos reparativos entre humanos y ratas(60,61).

1.7. Lesiones tumorales asociadas a microchips de implantacién subcutanea

Dada la gran demanda de implantacion y uso masivo de microchips RFID pasivos
con fines de identificacion en animales y la posibilidad de masificar su uso en seres
humanos (para lo cual la FDA aprobd la implantacion desde 2004), surge la
controversia del desarrollo de lesiones tumorales asociadas a la implantacion
subcutanea de los microchips. Sin embargo, los escasos estudios que existen en la
literatura se limitan a la presentacidén de casos esporadicos y eventuales, los cuales
fueron agrupados en el llamado “reporte Caspian”(9) el cual hace una revision
sistematica de la literatura entre 1990 y 2006, publicada en el CASPIAN Consumer
Privacy.

El reporte consiste en una revision definitiva de los estudios que demuestran una
relacion causal entre la implantacion subcutanea de microchips RFID pasivos y
cancer, en ratones de laboratorio y perros. La autora evalua 11 articulos
previamente publicados en revistas de toxicologia y patologia, encontrando que
entre 0,8% y 10,2% de los ratones y ratas de laboratorio desarrollaron lesiones
malignas en el tejido conectivo peri-implantar alrededor del microchip,
principalmente sarcomas, los cuales presentaron metastasis y finalmente indujeron
la muerte del animal, hasta tal punto que se recomienda la prohibicién del uso de
microchips de implantacion subcutanea en humanos. Peso a todo ello, varios
reportes han demostrado lo contrario.

Rao y Edmoson(6), estudiaron biopsias de tejido peri-implantar a 3, 15 y 24 meses
de uso subcutaneo de microchips en 70 ratones, concluyendo que en la evaluacién
microscopica se observo una delgada capsula constituida por fibroblastos y fibras
de colageno maduro, con minimos signos de inflamacion y tejido granulomatoso; y
ausencia total de cambios neoplasicos. Ball et al(62), analizaron la interfase
implante-tejido conectivo luego de hasta un afio de implantacion de microchips
RFID pasivos en ratas; encontrando ocasionales células inflamatorias subagudas
presentes en el tejido subcutaneo luego de dos semanas después de la
implantacion y una capsula fibrosa de tejido conectivo maduro desde las 12
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semanas. Gruys et al(63) estudiaron el tejido subcutaneo peri-implantar en cerdos
a los que se les implantdé un microchip RFID pasivo para determinar su nivel de
biocompatibilidad. Como grupo control emplearon pruebas de citotoxicidad en
cultivos de fibroblastos humanos y test de hemolisis en sangre humana, lo cual
demostré biocompatibilidad. Los hallazgos de los autores indican que no hubo
reaccion de tipo cuerpo extrafio y que se formé una capsula fibrosa de 0,2 mm de
grosor alrededor del implante asociados a procesos cicatrizales, reconociendo que
la implantacion subcutanea de microchips RFID pasivos es plausible desde el punto
de vista biologico. Tillman et al(7), realizaron un estudio en 4279 ratones en los que
encontraron en 36 especimenes, lesiones tumorales con fibrosarcomas e
histiocistoma fibroso maligno asociadas al tejido conectivo peri-implantar. Jansen et
al(64), evaluaron 90 microchips RFID pasivos (45 solo con capsula de vidrio, 30
solo con capsula de vidrio grabada con acido y 15 con capsula de vidrio recubierta
parcialmente con Parylene C®) implantados de manera subcutanea en 15 perros,
encontrando luego de 16 semanas de implantacién que el 50% de los microchips
migraron desde su sitio de implantacion (sin importar el Parylene C®), que todos
los microchips fueron rodeados por una capsula de tejido fibroso y que no se
observa una reaccion inflamatoria grave. Blanchard et al(65), disefiaron un
biomodelo de utilidad a partir de ratones transgénicos (knock-out de gen para p53)
para estudios a corto plazo sobre cancerogenicidad, en los que estudiaron 177
especimenes a los que se les implantaron microchips (solo con capsula de vidrio y
con recubrimiento parcial polimérico) y la formacién de lesiones tumorales -
denominadas por los autores como displasia mesenquimal- que pueden conllevar a
un sarcoma. Elcock et al(66), estudiaron la toxicidad cronica y la oncogenicidad en
el tejido peri-implantar en ratas a las que se les implanté un microchip RFID pasivo,
encontrando una tasa baja (1%) de tumoralidad de origen mesenquimal
(schwannoma maligno, fibrosarcoma, sarcoma anaplasico y sarcoma histiocitico)
con metastasis ocasional, procesos tumorogénicos asociados a la reaccidén a
cuerpo extrano. Le Calvez et al(67), en tres estudios de cancerogénicidad en ratas
con microchips RFID pasivos implantados de forma subcutanea, reportaron 52
lesiones tumorales de origen mesodérmico (excepto dos asociadas a la glandula
mamaria) en el tejido peri-implantar. Los patrones inmunohistoquimicos para definir
las lesiones compatibles con sarcomas fueron desmina, actina de musculo liso
(SMA), miogenina, S100, lo cual les permitidé concluir, ademas del estudio
histolégico, que se trataban de sarcomas no especificos con un componente
miofibroblastico importante. Linder et al(68), compararon histolégicamente el tejido
peri-implantar subcutaneo de ratas macho a quienes se les implantaron microchips
solo con su capsula de vidrio y recubiertos parcialmente con Parylene C®, titanio y
oxido de aluminio. Los autores concluyeron que alrededor de los microchips
aumentan los niveles de celularidad y que particularmente, en los microchips
recubiertos con Parylene C® se podia describir una reaccién a cuerpo extrafo.
Gruda et al(69), estudiaron 175 ratones a los cuales les implantaron microchips
RFID pasivos con el objetivo de determinar el grado de biocompatibilidad, de tal
forma que los autores manifiestan que existe un nivel bajo de reaccion a cuerpo
extrafio y baja frecuencia de toxicidad y carcinogénicidad, llamando la atencién al
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disefio experimental a corto plazo. Schutt et al(70), describieron la incidencia de un
sarcoma asociado a la implantacién de un microchip en una musaraia, a partir de
una masa local subcutanea mévil en el dorso interescapular en donde se habia
implantado el microchip y en el que describieron células tumorales, proliferacién
celular e inflamacion en el tejido, lo que promovié la transformaciéon neoplasica
mesenquimal en el tejido adyacente, la cual tenia caracteristicas de un fibrosarcoma
(positivo para enolasa y actina de musculo liso). Hestekin et al(71), realizaron un
estudio para probar el potencial clinico de la rapida deteccion de cancer relacionado
con genes en un sistema de electroforesis por microchip, bajo la premisa que el gen
p53 es el mas comunmente alterado en los canceres humanos.

1.8. Respuesta Granulomatosa a Cuerpo Extraino Secundaria a biomateriales
y formacion del granuloma

El siguiente apéndice es el resultado de un producto de investigacion
publicado en la Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas bajo el titulo:
Reaccidn a cuerpo extraino por implantacion de un microchip.

Todo biomaterial implantado en el cuerpo puede provocar una reaccion inflamatoria
en los tejidos adyacentes llamada Respuesta Granulomatosa a Cuerpo Extraino
Secundaria a biomateriales y formacién del granuloma (RGCE secundaria a
biomateriales de aqui en adelante), la cual su aparicion y progreso depende de
ciertas propiedades fisicas y quimicas del material implantado como la forma, el
tamano, la rugosidad, el disefio, la morfologia, la porosidad, la composicién, los
problemas de esterilidad, la duracion de contacto y la degradacion de la superficie
del biomaterial(72,73).

Durante la implantacion, la alteracion morfo-funcional inmediata de los tejidos
desarrolla un proceso inflamatorio agudo, el cual desencadena una inflamacién
cronica para finalmente resolverse con la formacion de un granuloma en los tejidos
peri-implantares(8,10,73). La RGCE secundaria a biomateriales se describe a partir
de la relacion, desde una perspectiva de la respuesta inmune innata, entre
macrofagos, células gigantes y la interfase entre los tejidos peri-implantares y la
superficie de los materiales de recubrimiento del microchip RFID pasivo, lo cual
genera una respuesta inflamatoria que incluye: 1. La interaccion entre la sangre y
el biomaterial; 2. La formacién de una matriz provisional dependiente de la
configuracion de la superficie del biomaterial; 3. La inflamacién aguda (infiltracion
de polimorfonucleares —neutréfilos— y mastocitos tisulares); 4. La inflamacion
cronica (infiltracion de monocitos y linfocitos); 5. La reaccion a cuerpo extrafo
propiamente dicha (adhesion de monocitos a la superficie del biomaterial,
diferenciacion de macrofagos, fusion de macréfagos y conformacion de células
gigantes); 6. La formacion del tejido de granulacion (proliferacion y migracion de
fibroblastos y angiogénesis); y 7. El desarrollo de una capsula fibrosa (secrecion de
colageno alrededor del biomaterial) por parte de los fibroblastos(8,10,74,75).
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1.8.1. Adsorcion de proteinas

Las interacciones entre los componentes de la sangre y los biomateriales del
dispositivo constituyen la primera respuesta del huésped ante la lesion e implican
una respuesta inflamatoria inicial que se activa por la lesion de la vasculatura de los
tejidos conectivos subcutaneos. Al ocurrir la salida de sangre de los vasos
sanguineos lesionados por el implante, se activan las vias extrinseca e intrinseca
de la coagulacion, el sistema del complemento, el sistema fibrinolitico y la
agregacion plaquetaria, lo que trae consigo la conformacién de trombos alrededor
de los biomateriales a partir de los componentes bioquimicos (agentes mitdégenos,
factores quimiotacticos, citoquinas pro-inflamatorias, factores de crecimiento entre
otros agentes bioactivos), estructurales (componentes de la matriz extracelular del
tejido conectivo) y celulares (macrofagos residentes del tejido conectivo) para que
se den los procesos de cicatrizacion de la herida (puncidn por la implantacion y
penetracion del dispositivo implantado) y la reaccion a cuerpo extrafo. Este
proceso es reconocido como el efecto Vroman (mientras mas rugoso sea el
biomaterial mas proteinas adsorben y mas se favorece la adhesion de células
inflamatorias), e implica la adsorcion de proteinas plasmaticas —albumina,
fibrindgeno, complemento, fibronectina, vitronectina y globulina— en la superficie de
los biomateriales para conformar una matriz extracelular transitoria a partir de
fibrina(8,10).

De esta forma, inmediatamente después de generada la lesion, se producen
cambios en el flujo vascular (calibre de los vasos, permeabilidad endotelial, presion
coloido-osmotica, entre otros) que permiten la salida de proteinas plasmaticas y
elementos figurados de la sangre hacia los tejidos lesionados a través de un
exudado que hace parte de la respuesta inflamatoria, en respuesta a una serie de
mediadores quimicos de la inflamacion que incluyen agentes vasoactivos
(histamina, serotonina, prostaciclinas, endotelina, tromboxano, etc.), proteasas
plasmaticas (sistema de las quininas —bradiquinina y calicreina—, sistema del
complemento —C3a, C5a, C3b, C5b-C9—, sistema fibrinolitico y sistema de la
coagulacion —productos de la degradacion de fibrina, activador de plasmindégeno
tisular—), leucotrienos (LTB4), proteasas lisosomales (colagenasa y elastasa),
radicales libres derivados de oxigeno, factores de activacion de plaquetas,
citoquinas pro-inflamatorias como interleuquina 1 (IL-1), factor de necrosis tumoral
(TNF-a), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento transformante Beta (TGF-(3), factor de
crecimiento epitelial (EGF). Si bien todos estos elementos son secretados desde el
inicio de la respuesta inflamatoria, sera el tipo de células (neutréfilos, monocitos y
macrofagos) los que predominen en dicha respuesta y en diferentes momentos, los
que regulen su secrecion(8,10).

Para su unién molecular a las proteinas adsorbidas en la superficie del biomaterial,

las células inflamatorias deben expresar integrinas, las cuales se relacionan con
sus ligandos fibronectina y laminina, para establecer un mecanismo molecular de
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adhesion. Inclusive, las integrinas son fundamentales en la posterior adhesion y
fusidn de macrofagos para formar células gigantes, del mismo modo que son
importantes en la remodelacion tisular mediante la regulacion de la muerte celular
programada a partir del desprendimiento de las células de la matriz extracelular
(anoikis)(76).

Por tanto, la adhesion celular a un dispositivo implantado depende de las proteinas
que se absorben en la superficie de los biomateriales, por lo que las mismas tienen
propiedades variables para promover la union entre las integrinas y las capas de
proteinas(8,10,74,77).

1.8.2. Formacién de la matriz provisional

Tras la lesidn del tejido conectivo durante la implantacién, la alteracion de la
solucion de continuidad del lecho vascular conduce al inmediato desarrollo de la
matriz provisional en el lugar del implante. Esta matriz provisional consiste
principalmente en la agregacion de fibrina debido a la activacion de las cascadas
de la coagulacién y los productos pro-inflamatorios liberados por el sistema del
complemento(78).

Esta red de fibrina inicia los procesos de reparacion tisular a partir de la agregacion
plaquetaria, las cuales producen PDGF y TGF-[3 para reclutar fibroblastos(79). Del
mismo modo, la red de fibrina contribuye al proceso de angiogénesis alrededor del
sitio de implantacion con el objetivo de amplificar las respuestas inflamatorias. Por
tanto, toda la red de fibrina, fibronectina, trombospondina factores mitégenos,
factores quimiotacticos y citoquinas pro-inflamatorias, se constituye en una matriz
provisional que estabiliza estructural y bioquimicamente el proceso de cicatrizacién
de la herida(10).

1.8.3. La respuesta inflamatoria aguda

Esta respuesta inflamatoria es de duracion relativamente corta (desde unos cuantos
minutos hasta unos pocos dias) dependiendo de la extension de la lesidn. Ocurre
desde el momento mismo en que el dispositivo es implantado debido a la lesidén de
los tejidos (dafio del colageno tipo IV de la matriz extracelular), a partir de procesos
celulares y moleculares que pretenden reparar la lesion morfo-funcionalmente a
través de la formacion de una matriz provisional que incluye el sangrado inicial, la
formacion del coagulo de fibrina, el edema (exudado de liquido y proteinas
plasmaticas) y la migracion leucocitaria (neutréfilos y monocitos), como parte de
una respuesta de cicatrizacién en la proximidad de los tejidos peri-vasculares del
sitio de la lesion(8,80).

Respecto a la migracion leucocitaria, se puede observar la migracién por
extravasacion de polimorfonucleares neutrofilos desde el torrente sanguineo al sitio
del implante, la degranulacion y liberacion de histamina por parte de mastocitos
para reclutar monocitos y neutréfilos (células caracteristicas de la inflamacién
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aguda). El reclutamiento de monocitos desde el torrente sanguineo para su
posterior diferenciacidn en el tejido conectivo peri-implantar durante los procesos
de inflamacién, angiogénesis, hematopoyesis, diferenciacion de linfocitos vy
cicatrizacion, se produce en respuesta factores quimiotacticos como quimioquinas
(citoquinas con propiedades quimio-atractivas) y citoquinas pro-inflamatorias como
IL-1, interleuquina 6 (IL-6) y TNF-qa, los cuales a su vez guian a los macrofagos
recién diferenciados al sitio del implante, en co-accion con la histamina liberada por
los mastocitos. La respuesta inflamatoria aguda generada por los biomateriales del
dispositivo durante el proceso de implantacion cutanea suele dar paso a la
respuesta inflamatoria cronica(8,10,75,81,82).

Una vez lesionado el tejido por la implantacién y constituida la matriz provisional, la
migracion leucocitaria desde el interior de los vasos sanguineos hacia los tejidos
peri-implantares, corresponde a un proceso de migracion celular altamente
regulado por selectinas, integrinas, moléculas de adhesion, quimioquinas,
citoquinas y metaloproteasas entre otros. Inicialmente, los neutrdfilos interactuan
con las células endoteliales al interior de los vasos sanguineos para disminuir su
velocidad de trafico y establecer contactos estables mediados por selectinas en
donde el neutrdfilo rueda por la superficie interna del endotelio(83).

A continuacion tiene lugar la adhesion firme de los neutrdfilos a la superficie del
endotelio a partir de la expresion de integrinas tras la liberacion de quimioquinas.
En este momento, la presencia de estas quimioquinas en la superficie endotelial,
constituye un frente de movilizacion (gradiente de quimio-atraccion) el cual guia a
los neutrofilos a pasar a través del espacio intercelular de dos células endoteliales
(diapédesis) y/o a través de la célula endotelial (transmigracion endotelial). Una vez
fuera del vaso, los neutrdfilos se localizan en el sitio de implantacion para dar inicio
a la fagocitosis (de micro-organismos y materiales extrafios). La fagocitosis
corresponde a un proceso en el que el neutrdfilo u otras células fagociticas como el
macrofago o las células dendriticas, reconocen por medio de receptores, se
adhieren, y modifican el citoesqueleto para endocitar el antigeno en una vesicula
denominada fagosoma, el cual se fusiona con los lisosomas para constituir el fago-
lisosoma y destruir al microrganismo por medio de las enzimas lisosomales. Al final
del proceso la célula muere por apoptosis. El proceso ocurre de forma mas eficiente
cuando los antigenos son opsonizados por una serie de factores séricos
reconocidos como opsoninas, dentro de las cuales, la inmunoglobulina G (1gG) y el
fragmento del complemento activado 3 (C3b), se han asociado a la opsonizacion
de las superficies de los biomateriales. Sin embargo, si el antigeno resulta en un
material extrafio mas grande que la célula no ocurre la fagocitosis, como es en el
caso de la implantacion de microchips RFID pasivos; por lo que se puede generar
un proceso denominado fagocitosis frustrada, en el cual las enzimas lisosomales
sintetizadas por las células fagociticas escapan al medio extracelular®’. En este
caso, la accion del neutréfilo adherido a la superficie del dispositivo implantado es
liberar estas enzimas para intentar degradar el biomaterial, lo cual no ocurre debido
a que el vidrio Bioglass® y el material anti-migratorio de recubrimiento parcial
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Parylene C® no son biodegradables, sin embargo, estas enzimas pueden generar
alteracion de las proteinas extracelulares y generar dafo en el tejido, dando asi,
paso al establecimiento de una respuesta inflamatoria de tipo crénico, pues el
evento no es resuelto(8).

1.8.4. La respuesta inflamatoria cronica

La respuesta inflamatoria crénica es de larga duracion y se limita a los tejidos peri-
implantares que se encuentran en contacto con los biomateriales del dispositivo
implantado [36]. Ocurre después de la inflamacion aguda por la presencia constante
del estimulo (en este caso el dispositivo implantado). Su curso, histolégicamente
menos organizado que la inflamacién aguda, se caracteriza por la presencia de
monocitos, macrofagos, células plasmaticas, linfocitos y células gigantes en la
interfase entre los biomateriales del dispositivo y los tejidos peri-implantares, por la
proliferacion de tejido conectivo y por la angiogénesis. Finaliza con la formacion de
un tejido granulomatoso a partir del coagulo de fibrina, de la proliferacion de
fibroblastos y de la misma angiogénesis(8,10,75,80,84).

Durante este proceso cronico, los monocitos y los macréfagos activados se
constituyen en las células mas importantes, debido al gran numero de productos
bioldgicos que producen para estimular la diferenciacion y reclutar células que van
a remodelar histologicamente los tejidos epiteliales y conectivos afectados durante
la implantacién, y a los tejidos conectivos peri-implantares(84).

1.8.5. La formacién del tejido de granulacion

Posterior a los procesos inflamatorios agudos y cronicos, se constituye un tejido de
cicatrizacion sano (precursor de la capsula fibrosa) caracterizado por la presencia
de macroéfagos, la infiltracion de fibroblastos (con fenotipo de células de musculo
liso o mio-fibroblastos) para sintesis de los componentes de la matriz extracelular y
regulacion de la contraccion de la lesidn; y la angiogénesis por gemacion tras la
proliferacion, maduracion y organizacion de las células endoteliales en los tejidos
peri-implantares. Si bien este tejido de granulacién marca el comienzo de la
resolucidn (tres a cinco dias después de la implantacion) de las respuestas
inflamatorias, la cicatrizacion depende de la intensidad y magnitud de la lesién
durante la implantacion. En el caso de la implantacion de un microchip RFID pasivo,
no se da un proceso de cicatrizacion final dado que la RGCE se perpetua, por lo
que en el tejido de granulacion los macrofagos activados diferencian su fenotipo a
células epitelioides que se fusionan entre si para constituir células gigantes de
cuerpo extrafio que rodean al dispositivo implantado constituyendo un
granuloma(85).

1.8.6. La reaccién granulomatosa de tipo cuerpo extraino (RGCE) secundaria
a biomateriales

Al finalizar la respuesta inflamatoria cronica, el tejido de granulacidén se separa de
la interfase entre los tejidos peri-implantares y los biomateriales del dispositivo para
constituir un granuloma, el cual cuenta con una matriz extracelular sintetizada por
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fibroblastos con fenotipo de mio-fibroblastos reclutados desde los tejidos peri-
implantares, abundantes vasos sanguineos producto de angiogénesis vy
macrofagos. Al ocurrir la fagocitosis frustrada inicialmente por neutrofilos
(inflamacién aguda) y finalmente macréfagos (inflamacion cronica)(8),estos ultimos
adquieren un fenotipo funcional de células epitelioides y empiezan a fusionarse
entre si para constituir células gigantes como un mecanismo de escape a la muerte
celular programada(76).

La RGCE secundaria a biomateriales obedece entonces a los macrofagos y células
gigantes multinucleadas que persisten en la interfase entre el granuloma vy las
superficies de los biomateriales que recubren al microchip RFID pasivo durante toda
su vida util, la cual puede extenderse mas alla de los 20 afios. Sin embargo, es poco
lo que se conoce sobre la transicion de los macrofagos hacia su posterior fusién en
células gigantes, asociado principalmente a la naturaleza la superficie de los
dispositivos y su capacidad de adsorber proteinas una vez implantado(8,85,86).

Estas células gigantes de cuerpo extrafio, que marcan el paso de la RCE, tiene
origen en la fusidon de los macréfagos derivados de los monocitos en un proceso
regulado por la secrecion de interferon gama (IFN-y), la interaccion de las integrinas
con receptores de manosa y las proteinas adsorbidas (fundamentalmente la
vitronectina) por la superficie de los biomateriales, todos estos requisitos principales
que deben ocurrir para que los macrofagos se fusionen y mantengan la
multinucleacion. Es por esto que los biomateriales que recubren los dispositivos
implantables deben proporcionar un adecuado ambiente bio-mimético que asegure
la adhesidn, orientacion, migracion y supervivencia de las células, especificamente
del macréfago, quién debe realizar la secrecion de citoquinas para iniciar los
procesos inflamatorios, debe fusionarse para guiar la reaccién a cuerpo extrafio y
debe fusionarse para controlar la formacion del granuloma(87,88).

Quizas uno de los aspectos mas estudiados y caracteristicos de una reaccion a
cuerpo extrafio frente a un biomaterial es el reclutamiento de macréfagos vy
formacion de células gigantes. Estos eventos celulares obedecen a la produccion
de citoquinas y otros factores quimiotacticos producidos durante la inflamacién, a la
degranulacion de mastocitos (liberacion de histamina) y a la liberacion de factores
de crecimiento, leucotrienos e interleuquinas, los cuales atraen los macréfagos a la
superficie del biomaterial(89).

Para que haya fusién de macrofagos activados (células epitelioides) se requiere que
los monocitos se encuentren adheridos a la superficie del biomaterial, es decir, la
conformacion de células gigantes a partir de la fusion de macrofagos obedece a las
interacciones de las células y la matriz extracelular de los tejidos peri-implantares y
de la capa de adsorcion de proteinas adheridas a la superficie del dispositivo. Esta
configuracion de los macrofagos se organiza en dos fenotipos, el primero o la célula
gigante de Langhans en donde los nucleos excéntricos se disponen en forma de
herradura, y el segundo o la célula gigante de cuerpo extrafio propiamente dicha

50



en donde los nucleos centrales se encuentran desorganizados. En la actualidad se
desconoce la diferencia funcional de estos dos tipos de células, inclusive poco se
sabe de su actividad biolégica(90).

La presencia de células gigantes multinucleadas fue descrita por primera vez por
Langhans en 1868, al describir el granuloma por tuberculosis. Dadas sus diferencias
histo-morfologicas, las células gigantes de Langhans se observan en las
enfermedades granulomatosas infecciosas como la tuberculosis, caracterizadas por
un numero relativamente pequefo de nucleos (generalmente menos de 20)
dispuestos en una en la periferia del citoplasma en forma de herradura. Estas
células se observan en los granulomas inmunes junto con macréfagos epitelioides,
asociados a particulas digeribles y rodeadas por un collar de leucocitos
mononucleares —linfocitos TCD4+ activados del perfil Th1 encargados de producir
IFN-y y TNF-a para iniciar la fusion de macréfagos para constituir células gigantes—
. Mientras que las células gigantes de cuerpo extrafio se observan precisamente en
RGCE secundaria a biomateriales mas exactamente en la interfase entre el tejido
peri-implantar y las superficie del dispositivo implantable, caracterizadas por tener
un gran numero de nucleos (mas de 20) dispuestos en el citoplasma de forma
irregular y estar asociadas a macrofagos y particulas no digeribles que se
encuentran rodeadas por una capsula de tejidos conectivo denso irregular rica en
colageno. En este tipo de lesiones no hay collar de mononucleares presente. Otras
células consideradas como células gigantes son el osteoclasto y la célula T CD4+
inducida por el virus VIH-1 en sincitios in vitro(8).

Segun la evidencia conocida hasta el momento en el granuloma inmune las células
gigantes de Langhans se forman por la fusién de macréfagos inducida por linfocitos
T CD4+ del perfil Th1 a partir de la expresion de IFN-y y TNF-a, lo cual ocurre de
forma similar en la reaccion a cuerpo extrafio[34]; sin embargo, diferentes estudios
han identificado dos factores que pueden explicar la formacién de células gigantes
de cuerpo extrafio, el primero es la composicion quimica del biomaterial de
recubrimiento del dispositivo y la capacidad de adsorcion de proteinas del mismo;
de esta forma, se ha determinado que las capsulas de vidrio reducen notablemente
la adherencia de macrofagos, por lo que la presencia de células gigantes es casi
nula(77,91,92).

1.8.7. La conformacion de la capsula fibrosa

La conformacion de la capsula fibrosa o fibrosis, es la ultima respuesta del proceso
de cicatrizacién ante una lesién ocasionada por la implantacién de un microchip
RFID pasivo; es decir, ante la incapacidad local del organismo de fagocitar o
degradar los biomateriales del dispositivo implantable, este los encapsula de tal
forma que queda aislado de los diversos factores que generan respuestas
inflamatorias; de alli que todo el proceso reparativo incluya la regeneracion de los
tejidos epiteliales y conectivos afectados y la sustitucion en el sitio de la lesion de
tejido conectivo denso irregular rico en fibra colagena tipo | y tipo Il, de acuerdo a la
respuesta de los diferentes linajes de células(90).
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Por lo general, la reparacion y posterior regeneracion de los tejidos que se
encuentran en la zona de la lesion y en los tejidos peri-implantares, pueden
presentar diversas respuestas de acuerdo a la extension de la lesion, de los efectos
de bio-compatibilidad de los materiales que constituyen la capsula y el
recubrimiento de los microchips RFID pasivos, y de la capacidad de regeneracion
de las células que constituyen los tejidos implicados. Esta ultima se encuentra
determinada por el origen de los diferentes linajes de células, de tal forma que se
consideran las células estables que proliferan durante toda la vida (células de origen
epitelial —células de epitelios de revestimiento y de epitelios glandulares—y células
de origen mesenquimal —fibroblastos, miocitos lisos, endoteliales, osteoblastos
entre otras—) y las células permanentes que no proliferan después del nacimiento
(neuronas, miocitos estriados esqueléticos y miocitos estriados cardiacos). Las
primeras inician los procesos de reparacion a partir de respuestas inflamatorias para
restituir la estructura normal de los tejidos y, en tal caso de no resolver la lesion por
este medio pueden optar por la fibrosis, mientras que las segundas tratan de restituir
los tejidos a partir de respuestas inflamatorias sin llegar a la fibrosis. No obstante,
ambos linajes de células pueden verse obligados a experimentar adaptaciones
celulares como disminucion de tamafio y fusién (atrofia), aumento de tamaro y
funcion (distrofia), proliferacion descontrolada de poblaciones celulares
(hiperplasia), cambio del fenotipo de poblaciones celulares (metaplasia). Todas
estas adaptaciones morfo-funcionales de las células pueden ocasionar inhibicién o
sobre-expresion de factores de crecimiento que modifican el microambiente de tal
forma que se pueden activar procesos dirigidos hacia el aumento del crecimiento y
de la proliferacion celular, caracteristicos de las neoplasias(8). (Figura 7)
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Figura 7. Representacion de la organizacion celular que conforman una RGCE
secundaria a biomateriales. Extraido de Lépez C et al(1)

1.9. Neoplasias

La tumorogénesis a partir de una reaccion a cuerpo extrafio ha sido explicada a
partir de la sola presencia fisica del biomaterial y la reaccion que ocasiona, mas no
por la naturaleza quimica del mismo, es decir el curso cronico de las respuestas
inflamatorias y el grado de fibrosis. Del mismo modo que estéa demostrado que el
origen de la lesion pre-neoplasica no ocurre a partir de los monocitos, macréfagos
o fibroblastos, sino de las células mesenquimaticas multipotenciales asociadas a
los vasos sanguineos y de las células que derivan de estas, como son la célula
endotelial, el miocito liso y los pericitos, dado que las células pre-neoplasicas si bien
se han localizado en el sitio de implantacién, no se encuentran en la interfase de
los tejidos peri-implantares con la superficie de los biomateriales(93).

El uso de microchips RFID pasivos implantados en animales de laboratorio
(murciélagos, monos, conejos, musarafas, ratones, ratas y algunos anfibios), de
uso doméstico (perros y gatos) y de uso ganadero (equinos, porcinos, ovinos y
vacunos), se ha empleado con fines de identificacién desde finales de 1980. Si bien
es un método aparentemente confiable (aséptico, menos doloroso, bajo costo,
durable, inalterable y sin probabilidad de error humano) para identificar animales,
existen reportes de la formacion de neoplasias en los tejidos peri-implantares. Tal
como se ha descrito, durante tres meses después de la implantacién, se genera una
respuesta inflamatoria que se resuelve con la encapsulacion del dispositivo a través
de una capsula de tejido conectivo rica en fibras de colageno o granuloma, lo cual
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no influye con el funcionamiento del microchip. Sin embargo, diferentes reportes de
la literatura han descrito la posterior formacién de neoplasias que dan origen a
tumores asociados a tejidos de origen mesenquimal. El mecanismo fisio-patologico
se ha descrito como tumorogénesis inducida por una RGCE secundaria a
biomateriales (66,94 ), y consiste en una serie de eventos secuenciales y especificos
que incluyen 1. La proliferacion celular y la infiltracion de linfocitos durante la fase
de inflamacion aguda; 2. La conformacion de una capsula fibrosa alrededor del
cuerpo extrafo; 3. La inactivacion de la actividad fagocitaria de los macrofagos
durante la fase de inflamacion cronica; y 5. La disponibilidad de una superficie
(cuerpo extrano) para el contacto directo con las células pre-neoplasicas, las cuales
tiene su origen en las células mesenquimales multipotenciales asociadas a la micro-
vasculatura y que reaccionan durante la fase de inflamacion aguda de la RGCE
(93).

Respecto a tumorogénesis a partir de microchips RFD pasivos implantados de
forma subcutanea, técnicas histolégicas convencionales (tinciones hematoxilina-
eosina, PAS —reaccion de Shift del acido periddico— y tricromica de Masson) han
descrito lesiones mal delineadas en la region peri-implantar, sin o con restos de una
capsula de tejido conectivo, focos de necrosis y aumento en la densidad celular con
nucleos de morfologia pleomorfica, multilobuladas, poligonales, circulares vy
fusiformes, estroma fibro-vascular denso y posibilidad de presencia de células
gigantes multinucleadas(67).

De igual forma, a partir del analisis inmunohistoquimico, se pueden aplicar
diferentes anticuerpos especificos durante la técnica histolégica convencional en el
proceso de fijacion con formaldehido o en inclusion en parafina, en la recuperacién
de los antigenos mediante diferentes técnicas y en la implementacion de sistemas
de deteccion de dichos antigenos(95), con el propésito de realizar el diagndstico
diferencial de lesiones benignas y lesiones malignas (tumores de tejidos blandos y
tumores de origen no mesenquimal)(96).

De esta forma, los marcadores moleculares mas empleados como primera linea en
este tipo de analisis son los que dependen de la morfologia de las células tumorales
como la miogenina (proteina reguladora miogénica que consiste en un factor de
transcripcion de la familia MyoD), la enolasa neuroespecifica (marcador enzimatico
del dafio neuronal), la vimentina (filamentos intermedios expresados por células de
origen mesenquimal), la actina de musculo liso (se une a la actina alfa del musculo
liso), la proteina S100 (proteina ligada al transporte de calcio), la desmina
(filamentos intermedios de miocitos lisos e inusualmente de fibroblastos), CD57
(proteina superficial de linfocitos T y linfocitos NK) y p53 (factor de transcripcién
reconocido como el “guardian del genoma” que impide que las células tumorales
proliferen) entre otros. Sin embargo, estos marcadores no son especificos de una
lesion tumoral en particular, razén por la cual se deben combinar entre si y poder
discriminar algunas lesiones benignas poco frecuentes, tumores malignos de origen
no mesenquimal y sarcomas(97).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Identificar los cambios tisulares producidos por la implantacién subcutanea de un
microchip RFID pasivo recubierto con Parylene C® en rata Wistar.

2.2, Objetivos especificos

- Describir los cambios presentes en la piel de la rata Wistar a nivel de la
epidermis, dermis, tejido celular subcutaneo, paniculo adiposo y paniculo
carnoso para los grupos de estudio.

- Determinar la presencia de una RGCE secundaria a biomateriales, junto con el
tipo de infiltrado inflamatorio en la region tisular peri-implantar para los
biomodelos de todos los grupos y la descripciéon de sus principales células
(control histoldgico, intervencién 1, intervencion 2).

- Determinar la formacion histolégica de una capsula fibrosa alrededor del
elemento implantado para los biomodelos de todos los grupos (control
histologico, intervencion 1, intervencion 2).

- Comparar la formacion de una capsula fibrosa, la presencia y tipo de inflamacion
de acuerdo con el tipo de material de revestimiento (vidrio — Parylene).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Tipo de estudio

Esta es una investigacion experimental de tipo descriptivo-analitico de corte
longitudinal. (Tabla 4).

Tabla 4. Tipo de estudio

Naturaleza Temporalidad Unidad Asignacion NuUmero de Criterios de

de estudio de de la observacio seleccion de

Analisis  exposicion nes por la poblacion
individuo de estudio

Experimental  Longitudinal Bloques  Aleatoria Una para Por

parafina cada tiempo conveniencia
dos de
seguimiento
3.2. Muestra

La muestra de esta investigacion estuvo compuesta por ratas albinas (Rattus
norvegicus) de la cepa Wistar -desarrollada en el Wistar Institute en 1906 para fines
de investigacion biomédica- del Bioterio de la Facultad de Salud de la Universidad
del Valle, entregadas para el estudio a la edad de 5 meses, con un peso igual o
mayor a 300g previo a la realizacion del procedimiento quirdrgico ambulatorio de
implantacion del microchip RFID pasivo o la capsula de vidrio, y la puncién para el
grupo de control histolégico.

De acuerdo al Teorema del Limite Central, una muestra de 30 es considerada
significativa, dado que “sin tener en cuenta la forma funcional de la poblacion de
donde se extrae la muestra, la distribucion de las medias muestrales, calculadas
con muestras de tamario n extraidas de una poblacion con media m y varianza finita
S2, se aproxima a una distribucion normal con media m y error estandar s2/n,
cuando n aumenta. Si n es grande, n>=30, la distribucion de medias muestrales
puede aproximarse mucho a una distribucion normal”(98).

3.2.1. Criterios de inclusion
- Ratas de cepa Wistar de 5 meses de edad.

- Machos.
- Nutricionalmente sanos.
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3.2.2. Criterios de exclusion

Ratas que durante o posterior al proceso de implantacidén subcutanea de la capsula
de vidrio, del microchip RFID pasivo o del procedimiento quirurgico, resulten
afectadas por:

- Infeccion en el lugar de implantacion.

- Hemorragia por mala técnica de la implantacion.

- Muerte espontanea del biomodelo.

- Auvulsion extracorporal del dispositivo implantado.

- Oftro tipo de complicaciones intra y postquirurgicas diferentes a las mencionadas.

3.2.3. Tamaio y distribuciéon de la muestra

El tamafio de la muestra (N) para este estudio fue de 28 ratas de la cepa Wistar,
criadas bajo pedido al Bioterio de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle.
Posterior a su entrega y con el fin de cumplir el principio de la aleatoriedad, se
distribuyeron los especimenes al azar entre los tres grupos muestrales
contemplados dentro del estudio por medio del programa Microsoft Excel®. Con
base a los numeros dados al azar por el programa, se pudo distribuir con
aleatoriedad las ratas para cada grupo.

En cada grupo se hizo la siguiente distribucion: A 12 especimenes (de los numeros
1 al 12) se les implanté un microchip RFID pasivo (grupo intervencion 1), a 12
especimenes (de los numeros 13 al 24) se les implant6 una capsula de vidrio inerte
con las mismas dimensiones del microchip (grupo intervencion 2) y se sometieron
4 especimenes (de los numeros 25 al 28) al a un procedimiento quirurgico sin
implantacion de algun dispositivo (grupo control histolégico) (Tabla 5). Cabe
resaltar que este grupo de control histolégico no se constituye como un patron de
normalidad, sino que se establece como un modelo en el cual se define si la
puncion sin implantacion afecta de igual forma en cualquier nivel del espesor
cutaneo, por lo tanto, siempre, el patron de normalidad de la piel sera la descripcion
realizadas en las pruebas piloto mencionadas anteriormente.

Tabla 5. Distribucion de la muestra

Grupo intervencién 1 Grupo intervencién 2 Grupo control
(11) (12) Histolégico (CH)
Implantacion de un Implantacion de capsula
microchip RFID pasivo de vidrio inerte sin . e
recubierto parcialmente ningun tipo de Sin implantacion
con Parylene C® recubrimiento
12 12 4
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3.3. Consideraciones éticas

Todos los biomodelos fueron manipulados (28 especimenes correspondientes a
ratas de la cepa Wistar del Bioterio de la Facultad de Salud de la Universidad del
Valle) de acuerdo a las normas éticas Nacionales e Internacionales reunidas en el
manual de dicha Dependencia, razén por la cual, todos los investigadores que
estuvieron involucrados con los animales realizaron el Curso de Induccion al
Bioterio, con el propdsito de recibir induccidn, instruccion y entrenamiento general,
sobre la estructura organizativa y de servicios del Bioterio, normas de bioseguridad,
funcionamiento del mismo y requerimientos para el manejo de animales de
experimentacion, esto para garantizar el seguimiento de los lineamientos de
investigacion especificados en el Manual del Bioterio de la Universidad del Valle
incluyendo el uso de las normas de bioseguridad y el desarrollo de los protocolos
adecuados para asegurar la calidad de la investigacion y preservar los principios
universales de ley que reglamentan en uso de animales de experimentacion como
son: el respeto por los animales, el establecimiento de condiciones nutricionales,
sanitarias y ambientales optimas, no causar dafno innecesarios a los biomodelos y
mitigar el dolor. Igualmente, practicar la eutanasia con anestesia en los casos de
sacrificio de animales, reducir los impactos ambientales o no poner en peligro las
especies, usar el numero de animales adecuado que garanticen la validez del
resultado, y usar los sustitutos como modelos con células u otros para modelar un
problema a resolver(99).

Los procedimientos que se realizaron en el presente estudio, evitaron/aliviaron el
sufrimiento de los animales de experimentacion, ya que durante las etapas
experimentales estuvieron bajo sedacion profunda. Durante la permanencia en el
bioterio, el bienestar de los biomodelos fue continuamente supervisado los
investigadores, con la ayuda del personal del bioterio asignado. Asi mismo, todos
los procedimientos fueron llevados a cabo teniendo presentes la legislacion vigente
sobre experimentacion en biomodelos y bioseguridad durante el manejo de los
mismos(100,101).

Para verificar los protocolos y el cumplimiento de la legislacion, este proyecto de
investigacién conté con el aval del Comité de Etica Animal de la Facultad de Salud
de la Universidad del Valle, tanto para iniciar el proceso de investigacion per se,
como para presentarlo a Convocatorias Internas o Externas para financiacién con
el codigo de referencia No. 03-013 de 2013.

3.4. Trabajo de campo
El trabajo de experimentacion se dividio en tres fases operativas realizadas en el
Laboratorio de Histologia, el Departamento de Morfologia y el Bioterio, todas,

dependencias de la Universidad del Valle, Sede San Fernando a partir del visto
bueno para ejecucién de los recursos provenientes de la Convocatoria Interna 2013-

58



| de la Vicerrectoria de Investigaciones de la Universidad del Valle, de la cual este
trabajo fue beneficiado.

Las tres fases fueron definidas de la siguiente forma:
a) Fase I: Recepcion de biomodelos e implantaciones.
b) Fase Il: Procesamiento histoquimico de muestras de piel.
c) Fase lll: Analisis histopatoldgico descriptivo.

3.4.1. Fase I: Recepcion de biomodelos e implantaciones
3.4.1.1. Entrega de especimenes en el Bioterio y asignacién a los grupos

28 ratas fueron entregadas por el Bioterio de la Facultad de Salud de la Universidad
del Valle al momento de estas cumplir 5 meses de edad y con un peso corporal
igual o mayor a 300gr, verificado al momento de la entrega. Se atendieron las
normas del Ministerio de Salud de Colombia para el cuidado de animales de
experimentacion y se aseguro el libre suministro (ad libitum) de agua limpia, la libre
alimentacion balanceada (alimento comercial para animales de laboratorio tipo
murinos Rodent Lab Diet®), la eliminacion adecuada de excretas, un ciclo de luz y
oscuridad de 12 horas respectivamente, una temperatura ambiental entre 20°C y
24°C y condiciones de humedad del 55%, contenidas en jaulas acondicionadas para
este tipo de biomodelos; todos estos datos verificados y suministrados por el
personal del bioterio a cargo. Los animales recibieron atencion continua de los
investigadores y el personal profesional adscrito al Bioterio(99).

Los especimenes fueron numerados del 1-28 y asignados al azar mediante una
tabla de numeros aleatorios, procedimiento explicado previamente. De igual forma,
cada modelo fue pesado tres veces para tener el calculo de un promedio inicial de
peso y contrastarlo con el peso final previo a la eutanasia.

3.4.1.2. Procedimiento de implantacién subcutanea de Microchip RFID pasivo
y capsulas de vidrio

En los especimenes que hacian parte de los grupos intervencion 1 e intervencion
2, se implantdé un microchip RFID pasivo (VeriChip™) recubierto parcialmente con
Parylene C® y una capsula de vidrio inerte sin ningun tipo de recubrimiento
respectivamente, por medio de una jeringa-canula especifica para estos
dispositivos. Se esteriliz6 cada jeringa-canula con el microchip RFID pasivo o
capsula de vidrio dentro de ellas en un equipo autoclave de gas. Se hizo antisepsia
en el area de piel del lugar de implantacién con yodopovidona impregnado en una
gasa estéril previo a cada procedimiento. Se escogid la region interescapular
siguiendo la recomendacion de la Asociacion Mundial Veterinaria de Animales
Pequefios (WSAVA por sus siglas en inglés) donde menciona que aquellos
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mamiferos donde la longitud sea menor a 17 cm, se debe realizar la implantacién
por via subcutanea entre las escapulas(102), ademas, esta region ofrece facil
acceso, facil control de permanencia de posicion y es anatdmicamente seguro.

Para minimizar el estrés y dolor del biomodelo durante el procedimiento, se sedo a
cada animal con Isofluorano al 100% (/sofluorano USP® Baxter®) impregnado en
una mota de algodon y exponiéndolo a inhalacion directa hasta el punto que el
biomodelo perdiera la movilidad y sensibilidad al pellizco en cola y patas; posterior
a la sedacién del biomodelo y en posicion decubito prono, se procedio a insertar la
punta de la jeringa-canula, elevando la piel de la region interescapular y penetrando
subcutaneamente 1cm y totalmente paralelo a la regién dorsal, procediendo luego
a posicionar el dispositivo con el émbolo que tiene la jeringa-canula. Una vez
implantado, se verificd manualmente la posicion del dispositivo en la piel, se marcé
la jaula de cada animal con la codificacidon numérica, se comprobo la recuperacion
de actividad motora del biomodelo y se aisl6 finalmente cada sitio de implantacion
con gasa estéril fijada con esparadrapo. Para el caso de los biomodelos implantados
con el microchip, se escaned la region interescapular a través del Escaner VeriChip
Pocket Reader™ para obtener el numero de identificacion electronica y se incluyé
en cada jaula y hoja de vida, un papel adhesivo del fabricante con dicho numero,
para corroborarlo cada vez que fuera necesario. Cada semana se escaneo y palpé
a los especimenes en la regién implantada para verificar el correcto funcionamiento
del microchip RFID pasivo implantado y de la conservacion en posicion de dichos
dispositivos, incluyendo las capsulas de vidrio (Figura 8). El protocolo de
implantacion se adecud a partir de una prueba piloto pero teniendo como referencia
el protocolo recomendado por el fabricante (Ver Seccion de anexos: 9.2.1.
Protocolo de implantacién de microchip RFID pasivo y 9.2.2. Protocolo de
implantacién capsula de vidrio inerte).

T
el

Figura 8. Proceso de implantacién subcutanea de microchip RFID pasivo en rata
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Wistar. El mismo procedimiento fue usado para la implantacion de las capsulas de
vidrio y las punciones. Ubicado el modelo en posicién decubito prono (A), se inserta
la punta de la jeringa-canula, elevando la piel de la regidn interescapular y
penetrando subcutaneamente 1cm y totalmente paralelo a la regién dorsal,
procediendo luego a posicionar el dispositivo con el embolo que tiene la jeringa-
canula (B, C, D).

3.4.1.3. Procedimiento puncién subcutanea sin implantacién

En los especimenes que hacian parte del grupo control histolégico, se hizo el mismo
procedimiento descrito previamente en la seccidn “Procedimiento de
implantacion subcutaneo de Microchip RFID pasivo y capsulas de vidrio”
exceptuando la implantacién de algun dispositivo, esto con el fin de encontrar los
efectos tisulares que genera el procedimiento de implantacién en la piel comparado
con los especimenes implantados y que podrian afectar el analisis y descripcion
entre los grupos experimentales (Ver Seccidn de anexos: 9.2.3. Protocolo de
puncién sin implantacién). Este grupo fue escogido con el fin de evaluar si el
proceso inflamatorio y de cicatrizacion correspondiente al trauma generado por la
puncién, es suficiente para producir cambios tisulares como los posiblemente
observables en la piel de un biomodelo que ha tenido implantado un microchip RFID
pasivo recubierto con Parylene C® u otro compuesto solamente por vidrio(9).

3.4.1.4. Sedacion para implantacién y puncion sin implantacion

Para todos los procedimientos de implantacion, se pesaron los animales y luego se
les indujo sedacion profunda mediante anestesia inhalatoria con Isofluorano al
100% (/sofluorano USP® Baxter®) frasco 100ml mediante inhalacion directa sobre
una mota de algodoén impregnada al volumen correspondiente por el calculo de
dosis establecido para cada biomodelo. De igual forma, a cada animal se le
administré analgesia postquirurgica via oral con Tramadol® gotas 100mg/ml frasco
por 10 ml, a una dosis de 2mg/100gr cada 12 horas durante las primeras 48 horas
de postoperatorio diluido en el dispensador de agua de cada jaula.

3.4.1.5. Manejo de los biomodelos a partir de la entrega por parte del bioterio
y asignacion de los grupos

Una vez se entregaron los biomodelos por parte del bioterio y habiéndose verificado
el cumplimiento de los criterios de inclusion para cada uno de los animales de
estudio, se disefiaron cinco etapas cronoldgicas para la obtencién de las biopsias
escisionales de piel en la region punzada e implantada. Para cada uno de los
procedimientos quirdrgicos mencionados a continuacion y teniendo en cuenta las
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secuelas que dejarian en los animales vivos, se sometieron todos los biomodelos a
eutanasia (Tabla 6y 7):

- Primera etapa (descrita previamente):

1.

A los cinco meses de nacidos, a cada uno de los doce especimenes del
grupo intervencion 1 se les implantd un microchip RFID pasivo
(VeriChip™) recubierto parcialmente con Parylene C®.

A los cinco meses de nacidos, a cada uno de los doce especimenes del
grupo intervencién 2 se les implanté una capsula de vidrio inerte sin
ningun tipo de recubrimiento.

A los cinco meses de nacidos, a los cuatro especimenes del control
histologico se les hizo el procedimiento de puncion con la jeringa-canula
sin implantacion de microchip RFID pasivo o capsula de vidrio.

- Segunda etapa:

1.

A los dos meses del procedimiento de implantacién, a tres especimenes
del grupo intervencion 1 se les hizo una biopsia escisional de la region
interescapular.

A los dos meses del procedimiento de implantacién, a tres especimenes
del grupo intervencion 2 se les hizo una biopsia escisional de la region
interescapular.

A los dos meses de la puncion, a un espécimen del control histolégico se
le hizo una biopsia escisional de la region interescapular.

- Tercera etapa:

1.

A los cuatro meses del procedimiento de implantacion, a tres
especimenes del grupo intervencion 1 se les hizo una biopsia escisional
de la region interescapular.

A los cuatro meses del procedimiento de implantacion, a tres
especimenes del grupo intervencion 2 se les hizo una biopsia escisional
de la region interescapular.

A los cuatro meses de la puncion, a un espécimen del control histologico
se le hizo una biopsia escisional de la region interescapular.

- Cuarta etapa:

1.

A los seis meses del procedimiento de implantacion, a tres especimenes
del grupo intervencion 1 se les hizo una biopsia escisional de la region
interescapular.
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A los seis meses del procedimiento de implantacion, a tres especimenes
del grupo intervencion 2 se les hizo una biopsia escisional de la region
interescapular.

A los seis meses de la puncion, a un espécimen del control histolégico
se le hizo una biopsia escisional de la region interescapular.

e Quinta etapa:

1.

A los ocho meses del procedimiento de implantacion, a tres especimenes
del grupo intervencion 1 se les hizo una biopsia escisional de la region
interescapular.

A los ocho meses del procedimiento de implantacion, a tres especimenes
del grupo intervencion 2 se les hizo una biopsia escisional de la region
interescapular.

A los ocho meses de la puncion, a un espécimen del control histolégico
se le hizo una biopsia escisional de la region interescapular.

Tabla 6. Manejo de la muestra luego del procedimiento de implantaciéon

Procedimiento

Primera etapa
Implantacién/pu
ncién (5 meses

Segunda etapa
Eutanasia y
biopsia (2 meses

Tercera etapa
Eutanasia y
biopsia (4

Cuarta etapa
Eutanasia y
biopsia (6

Quinta etapa
Eutanasia y
biopsia (8 meses

después de después de meses después meses después después de
nacimiento) primera fase) de primera fase) de primera fase) primera fase)
Grupo 12 3 3 3 3
Intervencion 1
Grupo 12 3 3 3 3
Intervencion 2
Grupo’ C_:ontrol 4 y y y 1
Histologico
TOTAL 28 7 7 7 7

3.4.1.6. Sedacion y eutanasia con medio inhalado

Para todos los procedimientos de eutanasia de los 28 animales, se peso
previamente a cada animal y luego cada uno se llevé a sedacion profunda mediante
anestesia inhalatoria con Isofluorano al 100% (/sofluorano USP® Baxter®) frasco
100 ml a una concentracién toxica que generara paralisis muscular, falla cardio-
respiratoria y muerte del biomodelo, en un periodo aproximado de 10 minutos,
realizado dentro de una campana de vidrio sellada. Por este periodo, se monitoreo
cada animal, tiempo durante el cual se verificd el cese de la respiracion, la ausencia
de latidos cardiacos, la presentacion de cornea opaca y relajacion de esfinteres. En
presencia de estos signos de muerte, se realizé la biopsia escisional de piel (region
que contuviera el microchip RFID pasivo o capsula de vidrio, las zonas de piel
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punzadas sin implantacion y el tejido peri-implantar). Finalizado el procedimiento de
toma de las biopsias, se depositd cada biomodelo en el congelador de residuos
biolégicos dentro en una bolsa roja para luego entregarla a la ruta hospitalaria de
acuerdo con el protocolo de manejo de residuos anatomopatoldgicos del
Departamento de Morfologia de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle y
el PGIRS de la Universidad del Valle(103).

3.4.2. Fase ll: Procesamiento histoquimico de muestras de piel

Para concertar los pasos correctos de esta fase y asegurar que todos los
procedimientos fueran estandarizados, el estudiante de postgrado, cursé las
asignaturas “Técnicas Histoquimicas Basicas” y “Técnicas de inmunohistoquimica”
en donde realizé dos pruebas piloto:

a) En la asignatura “Técnicas Histoquimicas Basicas” realizé la prueba piloto
sobre el proceso de biopsia, manipulacion de la muestra y procesamiento
histoquimico de piel de rata Wistar, con la cual se pudo establecer los
protocolos para fijacion y tincion para las muestras de este estudio.

b) En la asignatura “Técnicas de Inmunohistoquimica” realiz6 la prueba piloto
sobre marcaje de VEGF en la piel de rata Wistar con herida en reparacion
causada por una canula de implantacion subcutanea de microchips RFID
pasivos. No se obtuvieron resultados positivos en cuanto al marcaje usando
el anticuerpo VEGF (Thermo Scientific™ Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) Ab-7, Mouse Monoclonal Antibody) para inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia, por lo cual, para efectos de este estudio, no se
contempld el uso de estas técnicas.

En cuanto a los fallos en la prueba piloto de la Inmunohistoquimica e
Inmunofluorescencia, se deben resaltar varios puntos respecto a la naturaleza de la
muestra y los procedimientos usados, que pudieron ser claves para que no se
tuviera un resultado positivo en ambas técnicas histoldgicas:

e EIVEGF espera encontrarse prioritariamente en zonas donde se esté dando
neovascularizacion. Si bien toda la region subcutdanea de la region
interescapular de la rata fue lesionada, es muy probable que la expresion de
dicha molécula esté limitada prioritariamente al sitio inicial de lesion, donde
quedd un defecto morfolégico que cursaria como una cicatrizacion por
segunda intencion, asi que se esperaria que en esta region se diera un mayor
marcaje para VEGF dado que se espera que este (en especial VEGFa) se
exprese desde el momento del trauma hasta una semana después.
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e Puede que VEGF se exprese en un periodo de tiempo mas limitado que en
el cuerpo humano, por lo que la expresion detectable por inmunomarcaciéon
seria mucho antes que 5 dias posteriores al trauma.

e En el Data-Sheet del anticuerpo primario utilizado (Thermo Scientific™
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Ab-7, Mouse Monoclonal
Antibody) se especifica que es para uso de muestras humanas y que no se
han hecho los estudios suficientes para determinar si es viable en otras
especies. Puede que este anticuerpo primario no identifique el VEGF de la
rata Wistar como un antigeno y por ende, no se pueda dar la reaccion
antigeno-anticuerpo, trascendental en los procesos de inmunomarcacion
(aplica para IHQ-C e IF).

e Hay diferencias notables en cuanto al sistema de deteccion tanto en la IHQ-
C como en la IF. Para el caso de la IHQ-C hay pobre inmunomarcaciéon y es
totalmente inespecifica, mientras que en la IF la inmunofluorescencia es
inespecifica pero es muy abundante en toda la muestra (efecto background).
Esto puede deberse a:

o Como se menciond anteriormente, el anticuerpo primario no haya
reconocido al VEGF como antigeno y no se haya dado la reaccion Ag-
Ac, por lo que, en el caso de IHQ-C el sistema de deteccion pudo
generar poca 0 nada deteccidn, a pesar de la concentraciéon Ac
Primario : solucion que se preparo6 (1:200).

o Para el caso de la IF, el Alexa Fluor 555® estaba en concentracion
maxima (1:500) por lo que probablemente, pudo retenerse en el tejido,
a pesar de que este Ac Secundario fuera un anti-mouse y por ende,
no pudiera reconocer las proteinas celulares de la rata como
antigenos.

o Para el caso de la IF, los lavados con PBS no fueron suficientes
posterior a la exposicion de los cortes al Anticuerpo Secundario Alexa
Fluor 555®.

o Para el caso de la IHQ-C, se usaron tiempos de deshidratacion y
aclaramiento de 3 minutos, que pudieron diluir en buena parte la
inmunomarcacion.

e Latécnica de “floating” no parece ser la mejor forma para manipular muestras
de piel, dada la complejidad estructural de la muestra (al tener diversos
tejidos), el enredamiento entre cortes en cada pozo y la complejidad de
manejar adecuadamente la técnica. Seria recomendable para todo estudio
con piel, recoger los cortes directamente en un portaobjetos con superficie
cargada.

El procedimiento descrito en los proximos puntos que corresponden a la fase Il, son
el resultado de la primera prueba piloto.
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3.4.2.1. Biopsia del lugar de implantacién (microchip y tejido peri-implantar),
fijacion y conservacion de la muestra

Posterior a la eutanasia de cada animal y con la zona quirdrgica previamente
establecida con todos los insumos necesarios en posicion, se realizé una tricotomia
en la zona de implantacion, y posterior a esto, se realiz6 la biopsia de piel para los
biomodelos de la etapa respectiva para cada uno de los grupos definidos (Tabla 6).
La biopsia incluy6é el microchip RFID pasivo implantado, o capsula de vidrio
implantada, o region punzada ademas de un area de tejido peri-implantar que
abordo la epidermis, la dermis y el tejido celular subcutaneo, teniendo unas biopsias
de una extension aproximada de 30mm (largo) x 30mm (ancho) x 3mm (espesor)
(Figura 7).

Tabla 7. Distribucion de los biomodelos en las fases de estudio

Biomodelos Primera etapa Segunda etapa Tercera etapa Cuarta Quinta etapa
etapa
Grupo
Intervencion Todos 13,17, 21 14, 18, 22 15,19, 23 16, 20, 24
1
Grupo
intervencion Todos 1,5,9 2,6,10 3,7, 11 4,8,12
2
Grupo
Control Todos 25 26 27 28
Histolégico

Una vez obtenido el bloque de la biopsia, se sumergié cada biopsia en frascos
plasticos individuales debidamente rotulados que contenian una solucién de formol
buferado (100 ml de formol al 37%, 900 ml de agua destilada, 0.4 ml de sodio-
fosfato monobasico y 0.65 ml de sodio-fosfato dibasico) en una relacion volumen —
muestra de 10:1 con la finalidad de fijar las muestras, es decir: 1) prevenir los
cambios postmortem como putrefaccion y autolisis; 2) preservar los constituyentes
de las células como si estuviesen vivos; 3) proteger los tejidos durante la
manipulacion de los procedimientos subsiguientes con cierto grado de “dureza”, 4)
favorecer el paso de las células de una consistencia semi-fluida a una semi-sdlida;
y 5) ayudar a la diferenciacion visual de algunas estructuras(104—106).
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Figura 9. Biopsia de biomodelo implantado con microchip RFID pasivo. Se puede
observar la tricotomia realizada en la region dorsal-escapular (circulo negro) de la
rata Wistar(A). Se observa el dispositivo implantado en posicion (rectangulo negro)
y el colgajo libre de piel que representa la biopsia obtenida (B, C).

No se retiraron de posicién los microchips RFID pasivos o las capsulas de vidrio,
con la finalidad de conservar el defecto tisular y la posicion de los tejidos
inmediatamente proximos al dispositivo (Figura 8). Los frascos llevaban una
codificacion unica para cada muestra, de acuerdo al grupo que pertenecian (I1, 12,
CH), la etapa (2M, 4M, 6M, 8M) y la fecha de realizacién del procedimiento. Las
muestras fueron fijadas por 108 horas (4.5 dias) bajo una temperatura ambiente de
laboratorio entre 20°C a 22°C teniendo en cuenta los resultados y recomendaciones
del estudio sobre uso de formalina y formol de Buesa y Peshkov(107). Se
almacenaron todos los frascos en un cuarto aislado, libre de exposicion de luz
directa y humedad dentro del Laboratorio de Histologia del Departamento de
Morfologia de la Universidad del Valle (Ver Seccion de anexos: 9.2.6. Protocolo de
obtencion de biopsia de piel de rata Wistar y 9.2.7. Protocolo de fijacién de biopsia
de piel de rata Wistar).

Tal como se manifestd anteriormente, una vez finalizado el procedimiento de toma
de las biopsias, se depositd cada biomodelo en el congelador de residuos biolégicos
dentro en una bolsa roja para luego entregarla a la ruta hospitalaria de acuerdo con
el protocolo de manejo de residuos anatomopatologicos del Departamento de
Morfologia de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle(103).
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Figura 10. Muestras de piel en post-fijacién con formol buferado. Observe el defecto
subcutaneo que queda en el sitio de implantacion.

3.4.2.2. Procesamiento de las muestras para tinciones histoquimicas

Posterior al proceso de fijacion, se retiré cada muestra de su contenedor de fijacion,
se lavo con agua destilada y se prepard para los procesos de deshidratacion,
aclaramiento e infiltracion de parafina. Dicha preparacion se hizo cortando las
biopsias a un tamafio menor (1,5cmx2cm); a las muestras correspondientes a los
grupos intervenciéon 1 o intervencidn 2 se les extrajo el microchip RFID pasivo y la
capsula de vidrio respectivamente y se les realizé un corte tentativo en la mitad de
la posicion del dispositivo, obteniendo dos partes de la biopsia para cada muestra.
Este paso fue util para poder determinar si habia diferencias en el tipo de
recubrimiento del microchip RFID pasivo para el caso de las biopsias de los
biomodelos del grupo intervencion 1, el resultado de esta preparacidn previa a la
continuacion del procesamiento se puede ver en la Figura 8. Cada biopsia fue
ubicada en un casete de inclusion rotulado con el numero del biomodelo y la inicial
del material de revestimiento, siendo la letra “V” para el vidrio o “P” para el Parylene
C®.

3.4.2.2.1. Deshidratacion, aclaramiento, infiltracion e inclusién
Luego de ser fijados, se deshidrataron los especimenes en un proceso donde se da

la eliminacion y reemplazo del agua intra e intercelular por el material en el que se
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incluyé el espécimen. En el procedimiento de deshidratacion se empled un
procesador automatico de tejidos Leica® TP1020® en un tiempo aproximado de 6,5
horas, divididos en 12 estaciones: alcohol al 70% (1 inmersion), alcohol al 80% (1
inmersion), alcohol al 95% (2 inmersiones), alcohol al 100% (4 inmersiones),
aclaramiento de los tejidos con xilol (2 inmersiones para extraer el alcohol y permitir
que el Xilol -que es un dilusor- favorezca la penetracion del medio de inclusion en
los tejidos con mayor facilidad); infiltracion con parafina en una temperatura de 60°C
(2 estaciones)(104—106).

Finalizado el proceso de deshidratacion de los especimenes, se incluyeron en
paraplast Xtra® McCormick® (mezcla de parafinas naturales y polimeros
sintéticos), con el fin de conferirle a los tejidos solidez estructural para permitir cortes
muy finos. El paraplast ocupa los espacios intra e intercelulares que ocupaba el
agua(104-106) En este proceso se empled el centro de inclusién Histocentre 3®
Leica® usando los casetes de inclusion mencionados previamente de referencia
Sakura® Paraform® M7616 y moldes metdlicos Tissue-Tek® Sakura®
comprobando que todos los modulos de trabajo estuvieran a 60°C de temperatura
de trabajo.

3.4.2.2.2. Corte y montaje

Se obtuvieron 40 bloques parafinados (que representan la unidad final de analisis o
el “n” de este trabajo), que se cortaron en un microtomo semi-automatico Leica®
RM 2135® a 4um, obteniéndose cortes seriados que se depositaron y recogieron
de un bafo maria Boeckel® a 60°C con un portaobjeto de vidrio rotulado con la
codificacion de cada muestra y con posterior verificacion de calidad de los mismos
en un microscopio de luz Olympus® CH2® (104—-106). Finalmente, se conservaron
los portaobjetos con los cortes en canastillas de acero inoxidable Sakura® Hook®
DRS601® en una estufa Thelco® a una temperatura de 38°C en un periodo entre 1
y 3 dias. Para cada bloque se obtuvieron 6 portaobjetos con 6-10 cortes seriados
cada uno para un total estimado de 240 placas histolégicas. Durante el
procesamiento, tres muestras fueron descartadas por su imposible manipulacién
dentro del proceso de corte, por lo cual se obtuvieron finalmente 222 placas
histoldgicas.

3.4.2.2.3. Tinciones y montaje

Cortar los tejidos en laminas delgadas permite la observacion microscopica, pero
pone en evidencia que dichos cortes, transparentes, carecen de color y contraste,
por lo cual no se visualiza practicamente ningun componente. Finalizado el
procesamiento de los especimenes, se dividieron en mitades iguales los 222
portaobjetos, dejando 111 para tefir con Hematoxilina-Eosina y el restante con la
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tincion Tricromica de Masson (104—106). (Ver Seccion de anexos: 9.2.9. Protocolo
de tincion para hematoxilina eosina y 9.2.10 Protocolo de tincion para Tricromica
de Masson). Posterior a la verificacion de calidad de las tinciones, hicimos el
montaje con un cubreobjetos usando como medio de montaje balsamo de Permount
garantizando la cobertura total en una capa delgada sobre todo el portaobjetos y el
cubreobjetos.

3.4.3. Fase lll: Analisis histopatolégico descriptivo

Esta fase se desarroll6 en tres etapas: observacion y analisis histopatoldgico, toma
de imagenes digitales y analisis estadistico.

3.4.3.1. Observacion y analisis histopatolégico

Obtenidas las placas histolégicas a partir de las biopsias y tefidas con los métodos
de tincion de hematoxilina-eosina y tricromica de Masson, se realiz6 una
observacion al microscopio 6ptico de luz con ayuda de la especialista en Anatomia
patolégica y patologia clinica Nancy Vargas, dentro de la cual, se plante6 la
siguiente secuencia de procedimiento de observacion:

e Se usO un equipo Leica DM2700 con camara integrada para hacer las
observaciones directamente.

e Se uso el equipo de codmputo DELL integrado a la camara para hacer las
observaciones proyectadas a la pantalla y estandarizar la toma de fotografias
digitales.

e Por cada una de las placas histologicas, se hizo el analisis de dos formas: una
descripcion de cada conjunto de placas pertenecientes a cada bloque
parafinado en formato de reporte histopatolégico y una tabla de variables en el
programa Microsoft Excel® 2016 organizada con los siguientes datos:

o Numero de biomodelo.

o Grupo experimental.

o Tiempo de implantacién.

o Material de recubrimiento.

o Epidermis.

o Dermis.

o Presencia de inflamacion del tejido adiposo.
o Paniculo carnoso.

o Presencia de capsula fibrosa.

o Grosor de capsula fibrosa.

o Presencia de inflamacién capsular.
o Tipo de inflamacion.
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o Tipo de células
o RGCE secundaria a biomateriales
o Material extrano pero-implantar

Los hallazgos realizados se describian por consenso patélogo — estudiante de
maestria teniendo en cuenta cada punto mencionado en la lista anterior y siguiendo
la misma secuencia. Por recomendacion del asesor estadistico derivado de la
disponibilidad completa sobre las colecciones y la opcion de que la dupla patélogo-
estudiante de maestria trabajaran juntos, se decidi6 no hacer prueba de
concordancia.

Teniendo los reportes histopatologicos disefiados, se planed una secuencia de
toma de fotografias digitales para cada una de las variables definidas, desde la
region mas superficial de la muestra hacia el interior, asi: epidermis, dermis papilar,
dermis reticular, paniculo carnoso, tejido celular subcutaneo, tejido adiposo blanco
(paniculo adiposo parcial) tejido peri-implantar, region de implante (que
corresponde al lugar donde se hall6 la capsula fibrosa, siempre y cuando esta se
haya formado).

En total se observaron 222 placas, 111 correspondientes a las tenidas con
Hematoxilina-Eosina y 111 con Tricrdmica de Masson convencional.

3.4.3.2. Toma de imagenes digitales

Se adquirieron las imagenes digitales por medio del software Leica Aplication Suite
version 4.7 (LASV4.7) usando los objetivos de 4X, 10X y 40X. El analisis del espesor
de la capsula fibrosa se realizé con el programa Image Pro plus. Previo a la toma
de imagenes digitales por medio del microscopio Leica DM2700 con camara
integrada, se debid hacer los ajustes de los parametros de:

- Calibracion blancos: Ajuste automatico asistido por el programa, optimizando
este ajuste llevando el plano de enfoque de la camara a una region sin muestra
y de fondo blanco para acercarse al mejor ajuste de blancos posible.

- Intensidad de luz: De acuerdo al objetivo.

- Exposicion: Se manejo un promedio de exposicion de 136,7ms para los objetivos
4X, 10Xy 40X.

- Ganancia: Se dejo la cantidad de ganancia en 2,7x para los objetivos 4X, 10Xy
40X.

- Saturacion: Se ubico el parametro de saturacion en 1,20 para los objetivos 4X,
10Xy 40X.
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- Gamma: No se modifico el gamma, dejandolo en 0,70 para los objetivos 4X, 10X
y 40X.

Parametros como el histograma o canales de luz no fueron modificados por los
observadores, y todo el proceso se realizd en el programa LASV4.7. El ajuste
descrito anteriormente permitio que las imagenes conservaran el mayor nivel de
fiabilidad en proporciones para poder hacer mediciones en el programa de analisis
de imagenes, ademas de mejorar las caracteristicas graficas para fines de re-
analisis y uso en publicaciones sean estas presentaciones orales, poster o trabajos
originales en revistas de investigacion.

Para algunas de las placas histologicas se usé el modulo “Image Buldier” del
programa LASV4.7 para hacer reconstrucciones automaticas de las placas con
imagenes capturadas en tiempo real con los objetivos de 10x y 40x.

3.4.3.2.1. Medicion del grosor de capsulas fibrosas

Para la medicion del grosor de las capsulas fibrosas se utilizé el programa Image
Pro Plus Version 7.0, en donde cuatro fotos de campos diferentes de una misma
capsula fueron medidos y se determiné el promedio grosor para cada una de ellas
utilizando la herramienta longitud. En aquellos lugares donde quedaban espacios
en blanco, estos se median y eran restados a la longitud inicial que arrojaba la
herramienta. Todas las medidas fueron registradas en pixeles con la equivalencia a
micras, haciendo la calibracién con una reglilla milimetrada para el objetivo de 40X.
(Ver seccién de anexos: 9.2.12. Protocolo de mediciones para grosor de capsula
fibrosa).

3.4.3.3. Analisis estadistico a priori

Se planteo que el analisis de los resultados se haria mediante el uso del programa
Stata 13.0, ademas, un analisis exploratorio de los datos con el fin de identificar la
distribucion de las variables cuantitativas y la frecuencia de las cualitativas. Se
planted examinar ademas los valores extremos (outliers) para determinar su manejo
en caso de requerir la eliminacidn de estos registros, y para verificar errores en la
observacion o en la cuantificacion.

En el analisis univariado se determinaria la frecuencia para las variables
cualitativas, y para las cuantitativas se encontraran sus medidas de tendencia
central y dispersiéon, como el promedio y la desviacion estandar en las que
presenten distribucion normal, y mediana con su rango intercuartilico en las que no
se distribuyan de modo normal.

Para el analisis bivariado, se compararian las variables dependientes entre los
grupos mediante la prueba estadistica de Chi® o Fisher segln corresponda. Para
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las variables cuantitativas se compararian los promedios o medianas segun la
distribucion de las variables y se realizarian pruebas de hipétesis para verificar la
igualdad de promedios (prueba T o ANOVA si hay distribucion normal o en su
defecto, la prueba de Wilcoxon). El nivel de significancia seria establecido en
p<0.05.

3.4.3.4. Analisis estadistico a posteriori

El analisis a posteriori se definié haciendo el analisis univariado donde se determind
para las variables cuantitativas sus medidas de tendencia central y dispersion, como
el promedio y la desviacidn estandar. El analisis bivariado se hizo teniendo en
cuenta la variable “Tiempo de implantacion” y la variable “Grupo de estudio” por
medio del test exacto de Fisher. En la variable “grosor de capsula fibrosa” se utilizé
la prueba de Shapiro Wilks para determinar el cumplimiento de los principios de
normalidad y posterior, se usaron los test de Mann Whitney y Kruskal Wallis. Se
definié que existirian diferencias estadisticas a un valor p<0.05.

3.4.4. Codificacion de variables
La codificacion de las variables se puede observar en la siguiente tabla:

Tabla 8. Categorizacion de las variables

Nombre Definicion Tipo Escala de Indicador
medicion

Grupo de Variable Nominal Cualitativa Intervencion 1,

estudio independiente intervencién 2
y control
histolégico

Tiempo de Variable Discreta Cuantitativa 2 meses, 4

implantacion independiente meses, 6
meses, 8
meses

Capsula Variable Nominal Cualitativa Presente -

fibrosa dependiente Ausente

Grosor de Variable Continua Cuantitativa Micras

capsula dependiente

fibrosa

Presencia de Variable Nominal Cualitativa Presente -

Infiltrado dependiente Ausente

inflamatorio

peri-capsular

Tipo de Variable Nominal Cualitativa Agudo leve,

infiltrado dependiente agudo

inflamatorio moderado,
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peri-capsular

Morfologia
epidérmica
Morfologia
dérmica

Tipo de
musculo en el
paniculo
carnoso
Material peri-
implantar

Variable
dependiente
Variable
dependiente
Variable
dependiente

Variable
dependiente

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

agudo severo,
crénico leve,
crénico
moderado,
crénico
severo.
Normal,
alterada
Normal,
engrosada
Musculo
estriado
esquelético,
musculo liso
Cualquier tipo
de material
extrafio  peri-
implantar que
se vea
alrededor de la
capsula como
por ejemplo,
granulos  de
hemosiderina.
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4. RESULTADOS

4.1. Analisis univariado para la determinacion de frecuencias relativas y
absolutas para cada variable de estudio

En total fueron procesados los 28 biomodelos en las fechas establecidas para cada
grupo durante un periodo de 13 meses a partir de la fecha de solicitud al Bioterio de
la Facultad de Salud, de los cuales se recolectaron 40 bloques parafinados que
constituyeron la unidad de analisis (n) a partir de los que se derivaron los siguientes
resultados. Por dificultades técnicas (fallo en el proceso de corte en micrétomo
posterior a un proceso retrogrado de re-inclusion) en el procesamiento de los
bloques parafinados correspondientes a las muestras 2V, 10V y 12V, el n se redujo
a 37.

El 100% de los microchips RFID pasivos utilizados en este estudio funcion6 al
momento de utilizar el escaner de identificacion.

4.1.1. Unidades muestrales segun el grupo de estudio y el tiempo de duracion
de la exposicion/implantacion

Tiempo (meses)

Grupo 2 4 6 8 Total Porcentaje
" 6 6 6 6 24 60.00
12 3 3 3 3 12 30.00
CH 1 1 1 1 4 10.00
Total 10 10 10 10 40 100.00

Tabla 9. Distribucion del n en los tres grupos de estudio definidos y en los grupos
de tiempo definidos. I1: Intervencion 1;; 12: Intervencion 2; CH: Control Histolégico

Para los cuatro grupos de tiempo definido en meses, se tuvo una distribucion igual
entre los tres grupos de estudio. Todos los biomodelos soportaron el proceso de
implantacion/puncion y sobrevivieron el tiempo determinado aleatoriamente. Cabe
recordar que el numero establecido en cada grupo de estudio corresponde a los
bloques parafinados obtenidos después del procesamiento histoquimico de las
biopsias de los 28 biomodelos.
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4.1.2. Unidades muestrales segun el grupo de estudio y el tipo de material de
revestimiento

Material de revestimiento

Grupo yic/pary Mic/Vidrio Vidrio Ninguno 0t Porcentaje
1 12 12 0 0 24 60.00
12 0 0 12 0 12 30.00
CH 0 0 0 4 4 10.00
Total 12 12 12 4 40 100.00

Tabla 10. Material de revestimiento segun grupo de estudio. I11: Intervencion 1;; 12:
Intervencion 2; CH: Control Histologico; Mic/Pary: Microchip regidon con Parylene
C®; Mic/Vidrio: Microchip regioén con vidrio

Se observo que el grupo Intervencion 1 quedd con 24 bloques parafinados dado
gue cada biopsia fue cortada en la zona de interfase estimada del microchip RFID
pasivo donde coincide el recubrimiento polimérico y la zona denudada que es de
vidrio inerte. Esto permiti6 hacer comparaciones dentro del grupo intervencion 1
qgue permitieran establecer diferencias entre la naturaleza del material de superficie
dentro de un mismo dispositivo, como se mostrara mas adelante.

4.1.3. Cambios en la piel de la rata Wistar

4.1.3.1. Cambios en la epidermis

Epidermis Frecuencia Porcentaje Acumulado
Sin alteraciones 37 100.00 100.00
Alterada 0 0 100.00
Total 37 0

Tabla 11. Estado morfoldgico de la epidermis

En ninguna de las muestras evaluadas se observaron diferencias estructurales
microscopicas a nivel de la epidermis (Figura 11). El indicador “sin alteraciones” se
refiere a que la epidermis (capa epitelial superficial de la piel) no presentaba
cambios como: acantosis focal o generalizada, acantdlisis, disqueratosis,
espongiosis, hiperqueratosis paraqueratotica, variaciones melanociticas, hiper o
hipogranulosis, edema hidropico, perdida o alisamiento de la unién dermo-
epidermica, displasia epidérmica, metaplasia epidérmica o neoplasia epidérmica. El
patron de normalidad de la epidermis se pudo establecer a partir de las
exploraciones iniciales en biomodelos que no pertenecieron a la muestra de este
estudio y a los reportes descritos en la literatura mencionados en la seccion “1.6.
Piel en mamiferos como humanos y roedores (ratones y ratas)”.
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Figura 11. Caracteristicas de la epidermis de una muestra correspondiente al grupo
Intervencion. Se observa que la epidermis conforma una capa de apariencia
unilamelar pero que puede mostrar estratificacion en algunos planos, constituyendo
un tipico epitelio plano estratificado queratinizado (Flechas). Todas las imagenes
son mostradas en la tincion de Hematoxilina — Eosina. Objetivo 10X: A; Objetivo
40X: B, C, D.

4.1.3.2. Cambios en la dermis

Dermis Frecuencia Porcentaje Acumulado
Sin alteraciones 4 10.81 10.81
Alterada 33 89.19 100.00
Total 37 100.00

Tabla 12. Estado morfoldgico de la dermis

Casi el 90% de las muestras evaluadas mostraron cambios en la dermis que se
profundizaran en el apéndice de discusién. En la rata Wistar se observa que la
dermis presenta una pequefa porcion de dermis papilar, dificil de discriminar, con
un gran grosor de dermis reticular, de fibras principalmente delgadas con un tipo de
tejido conectivo denso irregular (Figura 12). El indicador “alterada” a que la dermis
podria presentar cambios como: papilomatosis, fibrosis evidenciada como aumento
del componente fibrilar o en cambios en el tamafio de las fibras del tejido conectivo.
Dichos cambios eran mas evidentes de observar en las placas tefiidas con la tincién
Tricrémica de Masson, pero en Hematoxilina — Eosina también se podia apreciar un
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aumento de la acidofilia (Figura 13). El patron de normalidad de la dermis se pudo
establecer a partir de las exploraciones iniciales en biomodelos que no
pertenecieron a la muestra de este estudio y a los reportes descritos en la literatura
mencionados en la seccion “1.6. Piel en mamiferos como humanos y roedores
(ratones y ratas)”.
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Figura 12. Se observan imagenes correspondientes a la dermis en las muestras de
piel de rata Wistar tefidas con Hematoxilina Eosina. Por lo general se puede ver
una mayor acidofilia que podria corresponder a un aumento en el componente
fibrilar de la matriz extracelular correspondiente a la dermis reticular. En las regiones
profundas se puede observar una menor intensidad de la tincion acidéfila (Imagenes
Ay F). En algunas de las muestras se podia encontrar una pérdida de la aparente
cohesién que hay del tejido conectivo denso irregular dérmico, durante la inclusion
en el bano maria, todos los cortes correspondientes a los bloques parafinados del
grupo Intervencion, presentaron abombamiento y en algunos casos estallamiento,
lo que hacia dificil su obtencion y manejo (Imagenes C, E). Objetivo 10X: C, E;
Objetivo 40X: A, B, D, F. La imagen C y F corresponden a cortes de piel de rata
Wistar del grupo intervencién 1, los que mostraron en el analisis microscopico,
mayores regiones de luz entre el tejido conectivo y un aumento de la acidofilia del
componente fibrilar del tejido conectivo.
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Figura 13. Recuadro comparativo entre grupos de estudio. Se muestra el contraste
frente al patrén de normalidad (Imagen A) frente a los grupos Intervencion 2 (imagen
B) e intervencion 1 (imagen C). Se puede apreciar la discontinuidad y desarreglo de
las regiones de dermis reticular que se da en los grupos intervencién 1 e
intervencion 2. Objetivo 10X: A, B, C.
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4.1.3.3. Caracteristicas del tejido adiposo presente en el tejido celular
subcutaneo y presencia de inflamacion intra-tisular

Inflamaplon Frecuencia Porcentaje Acumulado
tejido adiposo
Presente 0 0 0
Ausente 37 100.00 100.00
Total 37 100.00

Tabla 13. Inflamacion en tejido adiposo

Se encontrd que todos los sujetos de estudio no presentaron signos de inflamacién
intra-tisular a nivel del tejido adiposo que se encuentra en el tejido celular
subcutaneo. Este tejido tenia una representacion de tejido adiposo blanco
(unilocular) conformando amplios paniculos adiposos o también, se lograron ver
inclusiones de tejido adiposo pardo en algunos de los especimenes. Este punto fue
tenido en cuenta, recordando que dicha regién puede coincidir con la zona de
implantacion de un microchip RFID pasivo, y de esa forma, el tejido adiposo (sea
blanco o pardo), sufrir modificaciones por la presencia de dicho cuerpo extrafio
(Figura 14).
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Flgura 14. Panlculos adlposos como parte del tedeO celular subcutaneo Se muestra
la extension generalizada del tejido adiposo en el tejido celular subcutaneo (Imagen
A)y la existencia de tejido adiposo pardo en la region interescapular (imagen By C)
No se observan infiltrados celulares que sugieran una respuesta inflamatoria de tipo
agudo o cronico existente. Objetivo 4X: B; Objetivo 10X: A; Objetivo 10X: C.

4.1.3.4. Caracteristicas histologicas del paniculo carnoso

Esta estructura que se ubica dentro del tejido celular subcutaneo o por encima de
este, tenia una representacion histolégica de tejido muscular estriado esquelético
tipico para todos los sujetos de estudio. Para los grupos de estudio esta estructura
era un lugar de referencia importante dado que por encima o por debajo de este se
podia encontrar el lugar final de implantacién que coincidia con la aparicién de la
capsula fibrosa. Eventualmente podria darse un solapamiento entre el tejido
conectivo que constituye el epimisio de este musculo con el tejido conectivo peri-
capsular presente en aquellos especimenes que desarrollaron una capsula fibrosa.
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4.1.4. Generacion histoloégica de una capsula fibrosa

4.1.4.1. Presencia o ausencia de una capsula fibrosa derivada del proceso de
implantacion/puncién en region subcutanea interescapular y distribucion en
cada grupo

Capsula fibrosa Frecuencia Porcentaje Acumulado
Presente 25 67.57 67.57
Ausente 12 32.43 100.00
Total 37 100.00

Tabla 14. Determinacion de la presencia o ausencia de una capsula fibrosa

Se encontrd en casi el 70% de la muestra, la presencia de una estructura fibrilar
continua o interrumpida, de forma oval-irregular y grosor variable, compuesta por
células en forma de huso, alargadas de limites poco distinguibles compatibles con
fibroblastos y aparentemente infiltradas por células mononucleares y en algunos
casos polimorfonucleares. Un hallazgo relevante de esta capsula, que formaba un
tejido con caracteristicas de ser tejido conectivo denso irregular, era la variable
cantidad de capilares intra-capsulares que eran apreciables. Otra caracteristica a
tener en cuenta que no fue objetivo de este estudio, es que dicha capsula se pudo
encontrar por encima (dermis reticular) o por debajo (tejido celular subcutaneo) del
paniculo carnoso. El indicador “ausente” se refiere a que no se encontraron
estructuras con caracteristicas similares a las descritas previamente a lo largo de
las muestras en cada uno de los cortes seriados evaluados (Figuras 15 a 21).

Material

Grupe  mic/pary  Mic/Vidrio  Vidrio Total
1 11 7 0 18
12 0 0 7 7
CH 0 0 0 0
Total 11 7 7 25

Tabla 15. Distribucion por grupos de la aparicion de una capsula fibrosa. 11:
Intervencion 1;; 12: Intervencion 2; CH: Control Histologico; Mic/Pary: Microchip
region con Parylene C®; Mic/Vidrio: Microchip regidén con vidrio
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Figura 15. Muestra de piel del grupo |1 tefiida con Hematoxilina-Eosina donde se
observa presencia de estructura acidofila continua compatible con una capsula
fibrosa. Reconstruccion asistida con el médulo Image Buldier del programa

LASV4.7. Flecha=Tejido peri-implantar. Objetivo 10X.
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Figura 16. Muestra de piel del grupo |1 tefiida con Hematoxilina-Eosina donde se
observa presencia de estructura acidofila continua compatible con una capsula
fibrosa, comparar el tejido que rodea a la capsula fibrosa como varia en
caracteristicas entre muestras, esta es la region denominada tejido peri-implantar
(flecha). Reconstrucciéon asistida con el mddulo Image Buldier del programa
LASV4.7. Objetivo 10X.
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Figura 17. Se puede apreC|ar Ia alta celularidad mﬂltrada dentro de la capsula
fibrosa, con células compatibles a linfocitos. Se distingue por debajo de la capsula,
células fusiformes, separadas, compatibles con fibroblastos (flecha continua), e
igualmente aparicion de capilares en la region peri-implantar (flecha discontinua).
Objetivos= 10X(Imagen A): 40X (Imagen B).
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Figura 18. Muestra 3V6M (Grupo I1). Se aprecia reconstruccion digital (Imagen A)
con una region de interés con alta celularidad intra-capsular (recuadros en A 'y B).
Se observa presencia de capilares intracapsulares y pericapsulares (flechas).
Objetivo 10X: Ay B; Objetivo 40X: C.
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(Grupo I1) tefiida con la tincidon Tricromica de Masson.
Reconstruccién asistida con el moédulo Image Buldier del programa LASV4.7.

Flecha=Tejido peri-implantar. Objetivo 10X.Flecha=Tejido peri-implantar. Objetivo
10X.

Figura 20. Comparacion de tincion entre capsula fibrosa tefiida con Hematoxilina-
Eosina (A) con una tefida con Tricrémica de Masson (B). Se observa que aumenta
la intensidad del colorante dentro de la capsula, esto podria indicar de la presencia
de un colageno fibrilar maduro. Objetivo 40X: Ay B.
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Medina S (2016). Piel rata Wistar. HE. 40X

Figura 21. Hallazgos dentro de la capsula fibrosa. Se puede observar el desarrollo
de una capilarizacién intracapsular (Imagen A) y un aumento de la celularidad de la
misma (Imagen B y C). Objetivos 40X: A, B, C.

4.1.4.1.1. Medidas de grosor de las capsulas fibrosas

Se empled la herramienta de medicién integrada al Software LASV.4.7 para medir
el grosor de cada una de las capsulas de vidrio identificadas sobre fotografias
tomadas en un aumento de 40X. Para la calibracion de la herramienta de medicion,
fue necesario ajustar los parametros ajustables de los aditamentos del microscopio
como lo son: la referencia del cabezal (Para el microscopio DM 2500), la referencia
del objetivo (4X:13613240 4X/0.1 PLAN; 10X:13613241 10X/0.22 PLAN;
40X:13613242 40X/1.25 PLAN) y la referencia de la camara para poder tener una
medicion real y reproducible. Por cada una de las capsulas fibrosas se tomaron
cuatro medidas en puntos diferentes y se calcul6 el promedio de dicha medicion, en
la siguiente tabla, solo se muestran los promedios por cada medicion:
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# Grupo material Grosor (um) #  Grupo material Grosor (um)

1 Microchip-Parylene  170,3125 11 Microchip-Parylene 192,4

1 Microchip-Vidrio 155,345 11 Microchip-Vidrio 178,7

2 Microchip-Parylene 173,5 12 Microchip-Parylene 153,52

2 Microchip-Vidrio No aplica 12 Microchip-Vidrio No aplica

3 Microchip-Parylene 316,3 13 Vidrio 192,3

3 Microchip-Vidrio 223,25 14 Vidrio No aplica

4 Microchip-Parylene 206,9 15 Vidrio 109,03

4  Microchip-Vidrio 189 16 Vidrio No aplica

5 Microchip-Parylene 185,472 17 Vidrio 159,8

5  Microchip-Vidrio No aplica 18 Vidrio 189,875

6 Microchip-Parylene 126,5 19 Vidrio No aplica

6  Microchip-Vidrio 108,5 20 Vidrio 120,9

7 Microchip-Parylene 157,6 21 Vidrio No aplica

7 Microchip-Vidrio No aplica 22 Vidrio No aplica

8 Microchip-Parylene 155,349 23 Vidrio 121,23

8  Microchip-Vidrio 110,1 24 Vidrio 134,35

9 Microchip-Parylene 221,05 25 No capsula No aplica

9  Microchip-Vidrio 218,775 26 No capsula No aplica
10 Microchip-Parylene  No aplica 27 No capsula No aplica
10  Microchip-Vidrio No aplica 28 No capsula No aplica

Tabla 16. Mediciones de grosor de capsula (um) por muestra

4.1.4.1.2. Estimacién del promedio del grosor de las capsulas fibrosas entre el
universo y para cada uno de los grupos

Variable Obs Promedio(um) DE Min Max
Grosor 25 170.8023 46.83805 108.5 316.3
Tabla 17. Promedio del grosor de las capsulas fibrosas entre todos los sujetos con
presencia de capsula. Obs: Observados; DE: Desviacion Estandar; Min: Minimo;
Max: Maximo

En promedio se pudo establecer que el grosor de la capsula fibrosa para todos los
sujetos estudiados que presentaron dicha capsula, fue de 171um+47. Complementa
la Figura 22.
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Figura 22. Representacion grafica de promedio de grosor de capsula para los
grupos intervencion.

Grupo Obs Promedio(um) EE 1IC95%
T 18 180.143 11.43918 15’&?;’2273_
- Mic/Parylene 11 187.173 15.19961 15’5’1'?8%9_
- Mic/Vidrio 7 169.0957 17.74861 122?2_%2‘;_
12 7 146.7836 12.91079 1127%14%1_
- Vidrio 7 146.7836 12.91079 11175813%1_

Tabla 18. Promedio del grosor de la capsula fibrosa para los grupos de estudio y
detalle por grupo. EE: Error Estandar; IC95%: indice de confianza del 95%. I1:
Intervencion 1;; 12: Intervencion 2; CH: Control Histolégico; Mic/Pary: Microchip

region con Parylene C®; Mic/Vidrio: Microchip region con vidrio.
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Los promedios arrojados para cada grupo se encuentran dentro del promedio
general teniendo en cuenta su DE. Contrastando los promedios de los grupos
Intervencion 1 e Intervencidn 2 se puede observar que hay un promedio de grosor
menor en el segundo grupo comparado con el primero. En este punto se decidié
determinar si habian diferencias significativas para el grosor de la capsula fibrosa
en relacién a los grupos de estudio que presentaron la formacién de una capsula
fibrosa. Complementan la Figura 23 y 24.

Microchip-Parylene Microchip-Vidrio Vidrio

Grosor

1.5

P

Graphs by Material

Figura 23. Representacion grafica de promedio de grosor de capsula para todos
los grupos de estudio.
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Flgura 24 Medicion por medio de analisis de imagenes de capsulas f|brosas
asociadas a cuerpo extrafio. Para las regiones en blanco intra-capsulares, se hacia
la medicion del espacio y se restaba a los limites visibles de la capsula.

4.1.4.1.3. Determinacion de las diferencias entre grupos a partir de la
comprobacion de los supuestos de normalidad y analisis de la variable grosor
Prueba de normalidad — Hipotesis

HO: El grupo presenta una distribucion normal
Ha: El grupo no presenta una distribucion normal

Antes de hacer las pruebas estadisticas de contraste de hipotesis, se hace prueba
de normalidad con el fin de determinar si se puede hacer prueba ‘t’ cuando son dos
grupos, o ANOVA cuando son mas de dos. En caso de que no sea normal,
aplicamos Mann Whitney cuando son dos grupos y Kruskal Wallis cuando son mas
de dos grupos. Para verificar normalidad se aplicé la prueba Shapiro Wilks.

Variable Obs W \"/ z Prob>z
Grosor 25 0.91423 2.383 1.775 0.03792
Tabla 19. Test de Shapiro Wilks

&9



Se observd que por el valor de p, se debe rechazar la hipétesis nula que dice que
la distribucién es normal. Por tanto, se aplicaron las pruebas no paramétricas para
determinar diferencias del grosor de la capsula entre grupos y entre materiales.

Realizado el test de Mann Whitney para la variable Grupo, se observo que no hay
diferencias en el grosor de la capsula fibrosa entre los grupos de experimentacion
(p=0.1463), y de igual forma el test de Kruskal Wallis mostré que no hay diferencias
significativas en el grosor de la capsula para los grupos del tipo de material de
revestimiento (p=0,2885).

En cuanto a las variables tiempo versus grosor de la capsula, se aplicé también el

test de Kruskal Wallis, arrojando ninguna diferencia significativa entre dichas
variables (p=0,3009).

4.1.5. Generacion de una RGCE secundaria a biomateriales y estadio
inflamatorio

4.1.5.1. Presencia de signos celulares de inflamacion pericapsular

Inflamacioén peri-

capsular Frecuencia Porcentaje Acumulado
Presente 25 67.57 67.57
No aplica 12 32.43 100.00
Total 37 100.00

Tabla 20. Presencia o ausencia de inflamacién peri-capsular

Las frecuencias de esta variable coinciden con la variable “Presencia o ausencia de
una capsula fibrosa” dado que aquellas muestras en las que fue posible observar
una capsula fibrilar desarrollada, también se hallo signos celulares de inflamacién
peri-capsular. Para determinar la presencia de signos celulares de inflamacion se
debia encontrar intracapsular o peri-capsular células de tipo polimorfonuclear (para
el caso de inflamacion de curso agudo principalmente neutréfilos), células
mononucleares (para el caso de inflamacion de curso cronico principalmente
macroéfagos o linfocitos) e infiltrados linfo-plasmocitarios. La presencia de alguno de
los grupos mencionados anteriormente y en distribuciones diversion (focal, nodular,
difusa, generalizada) era tenida en cuenta como presencia de inflamacion
pericapsular.

Algunos de los ejemplos para determinar la presencia o no de inflamacioén, se

encuentran registrados en las siguientes imagenes de placas tenidas con la tincion
de Hematoxilina-Eosina (Figura 25).
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Figura 25. Se observa la diversa disposicion de células con caracteristica de
infiltrados linfo-plasmocitarios en el tejido peri-implantar. Algunas de esas células
rodean la vasculatura pericapsular (A y B) y se extienden en gran parte de esta
region(C). El infiltrado inflamatorio puede tener disposicion focal, nodular o difusa,
generalizada, en las imagenes D y E se puede observar un infiltrado celular
focalizado de aspecto nodular relacionado con la capsula fibrosa (cuadro negro).
Objetivo 10X: B, D; Objetivo 40X: A, C, E.
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4.1.5.2. Tipo de infiltrado inflamatorio segun tipo de células y distribucion en
la region implantar/peri-implantar

Tipo de

. g Frecuencia Porcentaje Acumulado
inflamacion
Cronico leve 18 48.65 48.65
Croénico
Moderado 7 18.92 67.57
Cronico severo 0 0.0 67.57
No aplica 12 32.43 100.00
Total 37 100.00

Tabla 21. Tipo de infiltrado inflamatorio

Se tuvo en cuenta los indicadores de inflamacion aguda pero al no presentarse
evidencia en ninguna de las muestras, no se incluyé dentro de la tabla de
frecuencias. Casi en la mitad de las muestras se observaron signos de inflamacion
cronica de tipo leve y un porcentaje menor de signos de inflamacion cronica de tipo
moderado. Ninguna de las muestras mostro un infiltrado inflamatorio de tipo crénico
severo. La determinacién del grado de evolucidn del infiltrado inflamatorio (leve,
moderado, severo) se establecié con base a la distribucion que se observo de las
células, por ejemplo, algunas muestras exhibian la presencia de un infiltrado linfo-
plasmocitario que no formaba grupos celulares grandes o densos dentro o alrededor
de la capsula fibrosa, mientras que en otras muestras, la asociacion celular existente
en el infiltrado linfo-plasmocitario era mayor y con mas extension dentro del tejido
conectivo pericapsular.

Se pudieron observar dentro de los infiltrados inflamatorios, linfocitos dispersos,
células similares a plasmocitos, macrofagos, y en menor proporcion
polimorfonucleares (principalmente eosindfilos). Hallazgos de células gigantes
multinucleadas se realizaron en dos muestras correspondientes al grupo
intervencion 1 (Figura 26, Figura 29 y Figura 30). La presencia de células como
eosindfilos sera un punto a tratar dentro de la discusion.
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Figura 26. Células dentro de la region peri-implantar e intracapsular. Se puede
observar células con caracteristicas de plasmocitos (flecha negra continua) y
eosindfilos (flecha discontinua). Objetivo 40X: A, B.

4.1.5.3. Evidencia de caracteristicas histolégicas compatibles a la formacion
de una RGCE secundaria a biomateriales

RGCE
secundaria a Frecuencia Porcentaje Acumulado
biomateriales
Si 4 10.81 10.81
No 21 56.76 67.57
No aplica 12 32.43 100.00
Total 37 100.00

Tabla 22. Presencia o ausencia de RGCE secundaria a biomateriales

Un porcentaje pequefio de la muestra total mostré el desarrollo de una reaccion
celular compatible a una RGCE secundaria a biomateriales; los criterios para
determinar dicha compatibilidad fueron que: se encontrara un material birrefringente
en el tejido conectivo peri-implantar, una formacion celular compuesta
principalmente por células de tipo macréfago, ceélulas epitelioides, linfocitos
alrededor de dicho material birrefringente, la formacion de células gigantes de
cuerpo extrano. Las cuatro muestras que dieron positivo a una RGCE secundaria a
biomateriales, exhibieron al menos dos de las caracteristicas mencionadas
previamente. Complementan las Figuras 27 a 31.
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Figura 27. Respuesta granulomatosa muestra 6P4M (11). Observe a diferentes
cortes como hay wuna organizacidon celular periférica a un material
birrefringente(Recuadro negro Imagen A, B, C), aparentemente particulado
(Imagen D, Flecha continua roja Imagen E). Se pueden apreciar células
multinucleadas con una disposicion de nucleos en herradura compatible con Célula
Gigante Multinucleada de cuerpo extrafio (Flecha negra continua) e igualmente
células con morfologia tipo epitelioide con nucleo en forma de media luna (flecha
discontinua). Objetivo 40X: A, B, C: Objetivo 100X: D, E.

Figura 28. Respuesta
granulomatosa muestra 6V4M
(I1). Se observa que el material
central tifie altamente aciddfilo
y su organizacion difiere de
estructuras similares como los
foliculos pilosos de este
biomodelo. Objetivo 100X.

5
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Figura 29. Respuesta granulomatosa muestra 6P4M (I1). Observe la alta
celularidad en la banda aciddfila que representa a la capsula fibrosa y en su proxima
se observan células con varios nucleos en disposicién de herradura compatible con
célula gigante multinucleada de cuerpo extrafio (recuadro negro). Objetivo 40X: A,

C. Objetivo 100X: B, D.

Wistar. HE. 100X
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Figura 30. Presencia de células
compatibles a células gigantes
multinucleadas de cuerpo extrano
dentro de la capsula fibrosa de la
muestra 6P4M (I1). Objetivo 100X.
Este patron asemeja al tipo de célula
gigante denominado “de Langhans’
que no es tipica de RGCE secundaria
a biomateriales en humanos.



4.1.5.4. Presencia de material extrano en region peri-capsular y tipo de
material observado

Material extraio Frecuencia Porcentaje Acumulado
Granulos de 1 2.70 2.70
hemosiderina
(GH)

Material 2 5.42 8.12
birrefringente
(MB)

Material 5 13.51 21.62
negruzco
granular (MNG)

GH + MB 1 270 24.32
GH + MNG 1 270 27.02

MB + MNG 2 5.41 32.43
Ausente 13 35.13 67.56
No aplica 12 32.43 100.00
Total 37 100.00

Tabla 23. Materiales extrafios en regidn peri-capsular

Por otra parte, en la regién peri-capsular fue posible determinar la presencia de
materiales o elementos no constitutivos de la capsula fibrosa que se consideraron
“Materiales extranos”, sin confundir este concepto con el de “cuerpo extrafno”, dado
que no todos los materiales a mencionar a continuacion fueron los formadores
directos de una RCE. Los tres elementos que se clasificaron como materiales
extranos fueron: Granulos de hemosiderina, que se encontraron aislados en solo
una de las muestras pero en conjunto con otro elemento extrafio, en dos muestras
mas. El tipo de material extrafio que con mas frecuencia se encontré fue el “Material
negruzco granular’, un elemento intra-citoplasmatico que era muy comun en
algunas células con caracteristicas de fagocitos a nivel de la region peri-capsular,
sobre todo el tejido conectivo peri-implantar. No se pudo inferir el origen de este
material. En un poco mas de un tercio de las muestras no se encontro algun material
extrafio peri-capsular (Figuras 32 y 33).
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Figura 31. HaIIazgos de materiales pericapsulares. Se puede deflnlr Ia presencia
de granulos de hemosiderina (flecha continua) en la region tisular peri-implantar,
incluso se pueden encontrar depdsitos intracapsulares. Observe igual la presencia
de eosindfilos por dentro y fuera de la capsula (Flecha discontinua). Objetivo 40X.
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Figura 32. Celulas compatibles morfologlcamente con macrofagos con material
negruzco granular citoplasmatico. Se pueden observar en el tejido peri-implantar.
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4.2. Analisis bivariado para distribucion de las variables dependientes de
interés en relacion a la variable independiente “grupo de experimentacién”

Se realizo el test exacto de Fisher, teniendo en cuenta que a un valor < p=0.05 seria
estadisticamente significativo, teniendo en cuenta las variables: dermis, presencia
de capsula fibrosa, presencia de inflamacion peri-capsular y tipo de inflamacion.

4.2.1. Cambios en la dermis entre los tres grupos de estudio

Dermis Total

GruPo Alterada Sin alteraciones Valor P
» 21 0 4
63.64 0.00 10.81
12 0 12
12 36.36 0.00 32.43 0.0000
0 4 21
CH 0.00 100.00 56.76
Total 33 4 37
100.00 100.00 100.00

Tabla 24. Cambios en la dermis entre los grupos de estudio. p<0.05. 11:
Intervencion 1; 12: Intervencion 2; CH: Control Histoldgico

Se observo que los cambios que presentaron las muestras respecto a la dermis son
estadisticamente significativas (p=0.0000) y hace entender que la presencia de un
dispositivo implantado cambia las condiciones de normalidad de la piel, mientras
que la ausencia de un dispositivo implantado, a pesar de generarse el mismo trauma
durante el proceso de implantacion, podria no ser suficiente para generar cambios
en el tejido de la dermis, por lo tanto, la presencia cronica de un dispositivo
implantado tipo microchip RFID pasivo con o sin recubrimiento polimérico generara
cambios en el componente fibrilar o no fibrilar de la matriz extracelular del tejido
conectivo dérmico.

4.2.2. Presencia de capsula fibrosa e inflamacién peri-capsular para los tres
grupos de estudio

Inflamacién peri-

Grupo Capsula fibrosa Total Valor capsular Total Valor
Ausente Presente Ausente Presente

1 3 18 21 3 18 21
25.00 0.00 56.76 25.00 72.00 10.81

12 5 7 12 0.002 5 7 12 0.002
41.67 28.00 3243 41.67 28.00 3243
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CH 4 0 4 4 0 4

33.33 72.00 10.81 33.33 0.00 10.81
Total 12 25 37 12 25 37
100.00 100.00 100.0 100.00 100.00 100.00

Tabla 25. Presencia de capsula fibrosa e inflamacion peri-capsular p<0.05 11:
Intervencion 1; 12: Intervencion 2; CH: Control Histoldgico

Fue coincidente la presencia de una capsula fibrosa y la presencia de inflamacion
peri-capsular, es decir, en 100% de los casos de formacién de una respuesta
fibrotica de este tipo se encuentran signos celulares de inflamacion en los tejidos
circundantes o dentro de la estructura. De igual forma, se encontré un valor p
significativo (p=0.002) tanto para la presencia de capsula e inflamaciéon peri-
capsular entre grupos, es decir, que el comportamiento que tuvo cada grupo no es
dado al azar, y hay factores condicionantes y particulares para cada grupo, que
permiten que la diferencia en la respuesta tisular se pueda dar.

4.2.3. Tipo de infiltrado inflamatorio segun densidad celular presente para los
tres grupos de estudio

Tipo inflamacién

Grupo CL CM NA Total Valor p

" 13 5 3 21

72.22 71.43 25.00 56.76
12 5 2 5 12

27.78 28.57 41.67 32.43

0.021

CH 0 0 4 4

0.00 0.00 33.33 10.81
Total 18 7 12 37

100.00 100.00 100.00 100.00
Tabla 26. Tipo de inflamacién segun densidad celular para los tres grupos de
estudio p<0.05. I1: Intervencion 1; 12: Intervencion 2; CH: Control Histoldgico; CL:
Cronico Leve; CM: Cronico Moderado; NA: No aplica.

Con un nivel de confianza del 95%, se pudo determinar que existen diferencias
significativas entre el tipo de inflamacion que se encuentra en los biomodelos de los
tres grupos de estudio, encontrandose una mayor frecuencia de inflamacion cronica
leve (48.6%) que inflamacion cronica moderada. La baja cantidad de biomodelos
del grupo control histolégico y la ausencia de una inflamacion tisular localizada,
podria estar influenciando este resultado.
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4.3. Analisis bivariado para distribucion de las variables dependientes de
interés en relacién a la variable independiente “tiempo de implantaciéon”

Se realizo el test exacto de Fisher, teniendo en cuenta que a un valor < p=0.05 seria
estadisticamente significativo, teniendo en cuenta las variables: dermis, presencia
de capsula fibrosa, presencia de inflamacién peri-capsular y tipo de inflamacién.
Ninguno de los resultados expuestos a continuacion presentd significancia
estadistica, por lo cual se puede considerar que la variable tiempo de implantacion
no es de gran relevancia para la generacion de cambios tisulares originados por un

cuerpo extrafno implantado a nivel subcutaneo.

4.3.1. Cambios en la dermis en funcion del tiempo de implantacién

2 meses 4 meses
Dermis Valor Dermis Valor
Grupo Alterada Normal Total Alterada Normal Total
1 6 0 6 4 0 4
66.67 0.00 60.00 57.14 0.00 50.00
12 3 0 3 3 0 3
33.33 0.00 30.00 42 .86 0.00 37.50
CH 0 1 1 0.1 0 y y 0.125
0.00 100.00 10.00 0.00 100.00 12.50
Total 9 1 10 7 1 8
100.00 100.00 100.0 100.00 100.00 100.0

Tabla 27. Cambios en la dermis en funcion del tiempo de implantacién (2 meses y
4 meses) para cada grupo de estudio. p<0.05. I1: Intervencion 1; 12: Intervencion
2; CH: Control Histologico.

6 meses 8 meses
Dermis Valor Dermis Valor
Grupo Alterada Normal Total Alterada Normal Total
1 6 0 6 5 0 5
66.67 0.00 60.00 62.50 0.00 55.56
12 3 0 3 3 0 3
33.33 0.00 30.00 37.50 0.00 33.33
CH 0 1 1 0.1 0 y y 0.111
0.00 100.00 10.00 0.00 100.00 11.11
Total 9 1 10 8 1 9
100.00 100.00 100.0 100.00 100.00 100.0

Tabla 28. Cambios en la dermis en funcion del tiempo de implantacién (6 meses y
8 meses) para cada grupo de estudio. p<0.05. I1: Intervencién 1; 12: Intervencion
2; CH: Control Histologico.
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4.3.2. Presencia de capsula fibrosa en funcién del tiempo de implantacién

2 meses 4 meses
Capsula fibrosa Valor Capsula fibrosa Valor
Grupo Ausente Presente Total p Ausente Presente Total
" 1 5 6 1 3 4
33.33 7143  60.00 25.00 75.00 50.00
12 1 2 3 2 1 3
33.33 28.57 30.00 50.00 25.00 37.50
CH 1 0 y 0.458 y 0 y 0.486
33.33 0.00 10.00 25.00 0.00 12.50
Total 3 7 10 4 4 8
100.00 100.00 100.0 100.00 100.00 100.0

Tabla 29. Presencia de capsula fibrosa en funcion del tiempo de implantacion (2
meses y 4 meses) para cada grupo de estudio. p<0.05. I11: Intervencion 1; 12:
Intervencion 2; CH: Control Histologico.

6 meses 8 meses

Capsula fibrosa Valor Capsula fibrosa Valor
Grupo Ausente Presente Total p Ausente Presente Total p
1 1 5 6 0 5 5

33.33 7143  60.00 0.00 71.43 55.56
12 1 2 3 1 2 3

33.33 28.57 30.00 50.00 28.57 33.33
CH 1 0 y 0.458 y 0 y 0.167

33.33 0.00 10.00 50.00 0.00 11.11
Total 3 7 10 2 7 9

100.00 100.00 100.0 100.00 100.00 100.0

Tabla 30. Presencia de capsula fibrosa en funcion del tiempo de implantacion (6
meses y 8 meses) para cada grupo de estudio. p<0.05. I1: Intervencion 1; 12:
Intervencion 2; CH: Control Histologico.
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4.3.3. Presencia de inflamaciéon pericapsular en funciéon del tiempo de

implantaciéon

2 meses 4 meses
Inflamacion Inflamacion
Grupo  pericapsular Total Valo'  pericapsular  Total Val°r
Ausente Presente Ausente Presente P
| 1 5 6 1 3 4
33.33 71.43 60.00 25.00 75.00 50.00
12 1 2 3 2 1 3
33.33 28.57 30.00 50.00 25.00 37.50
CH 1 0 1 0.458 1 0 1 0.486
33.33 0.00 10.00 25.00 0.00 12.50
Total 3 7 10 4 4 8
100.00 100.00 100.0 100.00 100.00 100.0

Tabla 31. Presencia de inflamacion pericapsular en funcion del tiempo de
implantacion (2 meses y 4 meses) para cada grupo de estudio. p<0.05. I1:
Intervencion 1; 12: Intervencion 2; CH: Control Histologico.

6 meses 8 meses
Inflamacion Inflamacion
Grupo  pericapsular Total Va°r  pericapsular  Total Va@lor
Ausente Presente Ausente Presente P
| 1 5 6 0 5 5
33.33 71.43 60.00 0.00 71.43 55.56
12 1 2 3 1 2 3
33.33 28.57 30.00 50.00 28.57 33.33
CH 1 0 y 0.458 y 0 y 0.167
33.33 0.00 10.00 50.00 0.00 11.11
Total 3 7 10 2 7 9
100.00 100.00 100.0 100.00 100.00 100.0

Tabla 32. Presencia de inflamacion pericapsular en funcion del tiempo de
implantacion (6 meses y 8 meses) para cada grupo de estudio. p<0.05. I1:
Intervencion 1; 12: Intervencion 2; CH: Control Histologico.
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4.3.4. Tipo de inflamacion pericapsular en funcién del tiempo de implantaciéon

2 meses 4 meses
Tipo de Tipo de
Grupo inflamacion Total Valor inflamacion Total Valor
CL cm NA P cL cm  NA p

" 2 3 1 6 3 0 1 4

66.67 75.00 33.33 60.00 100.00 0.00 25.00 50.00
12 1 1 1 3 0 1 2 3

33.33 25.00 33.33 30.00 0.00 100.00 50.00 37.50
CH 0 0 ] ] 0.871 0 ] ] 0.271

0.00 0.00 33.33 10.00 0.00 0.00 25.00 12.50
Total 3 4 3 10 3 1 4 8

100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

Tabla 33. Tipo de inflamacion pericapsular en funcion del tiempo de implantacion
(2 meses y 4 meses) para cada grupo de estudio. p<0.05. I1: Intervencion 1; 12:
Intervencion 2; CH: Control Histologico; CL: Cronico Leve; CM: Cronico
Moderado; NA: No aplica.

6 meses 8 meses
Tipo de Tipo de
Grupo inflamacion Total Valor inflamacion Total Valor
cL cm NA cL cm NA P

1 4 1 1 6 4 1 0 5

66.67 100.0 33.33 60.00 66.27 100.0 0.00 55.56
12 2 0 1 3 2 0 1 3

33.33 0.00 33.33 30.00 33.33 0.00 50.00 33.33
CH 0 0 1 y 0.786 0 0 1 1 0.325

0.00 0.00 33.33 10.00 0.00 0.00 50.00 11.11
Total 6 1 3 10 6 1 4 9

100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

Tabla 34. Tipo de inflamacion pericapsular en funcion del tiempo de implantacion
(6 meses y 8 meses) para cada grupo de estudio. p<0.05. I11: Intervencion 1; 12:
Intervencion 2; CH: Control Histologico.; CL: Cronico Leve; CM: Cronico
Moderado; NA: No aplica.
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5. DISCUSION

La implantacion de Microchips RFID pasivos puede llevar eventualmente al
desencadenamiento de una serie de reacciones celulares y tisulares que conducen
a cambios irreversibles en el sitio infiltrado, que en gran parte de los casos, no
desencadena un peligro inminente para el organismo receptor de dicho dispositivo
implantado. Dichos cambios pueden desencadenar desde una simple reaccion
inflamatoria de curso agudo que se resuelva en horas o dias, hasta la formacién de
una respuesta mediada por macrofagos y algunas otras células conformando una
RGCE secundaria a biomateriales. A continuacion, los resultados de este estudio
van a ser contrastados a partir de los protocolos de uso del biomodelo y eleccion
del sitio de implantacion, y los objetivos especificos planteados inicialmente.

5.1. Biomodelo usado para evaluacion de cambios tisulares frente a un
dispositivo tipo Microchip RFID pasivo, fijacion y lugar de implantacion de los
dipositivos implantados a nivel subcutaneo

Son diversos los tipos de biomodelos que pueden ser usados para la evaluacion
de la respuesta tisular a un microchip RFID pasivo o a un material implantable.
Linder et al, usaron 48 ratones hembra NMRI de tres semanas de edad(68),
mientras que Rao y Edmoson estudiaron biopsias de tejido peri-implantar en
microchips de implantacion subcutanea en 70 ratones B6C3F1(6), y Tillman et al,
realizaron un estudio en 4279 ratones CBA/J(7). Estos métodos difieren del
presente estudio donde se utilizaron 28 ratas Wistar (Rattus Novergicus) macho
dada la facil disponibilidad del biomodelo, su mayor longevidad comparado con un
ratén su facil manipulacion y manutencion y ademas, teniendo en cuenta la buena
receptividad que tienen este tipo de biomodelos a procedimientos semi-quirurgicos
como lo es la implantacion de microchips RFID pasivos o capsulas de vidrio. De
igual forma, en el presente estudio se ha tenido en cuenta solo la utilizacion de
machos adultos (5 meses de vida) y no una poblacion mixta o exclusiva de hembras,
debido a las diferencias que se pueden manifestar por edad y sexo en ratas en
cuanto a la cicatrizacion, algo que reporta Onur et al relacionandolo a la presencia
de los estrégenos en las hembras, que lleva a una mejor y mas rapida cicatrizacion,
comparado con los machos y su carga de andrégenos, en especial
testosterona(108); incluso este estudio tuvo en cuenta el envejecimiento y la
capacidad de cicatrizar adecuadamente, y los autores mostraron a la edad como un
factor que también podia condicionar la cicatrizacion del biomodelo cuando este ya
esta envejecido (mas de un afo), por ejemplo, demostraron que en biopsias de piel
se encuentra mayor cantidad de polimorfonucleares y macrofagos a los 7 dias
posterior a una herida de piel en ratas macho envejecidas, comparado con ratas
jovenes, y que la presencia de linfocitos aumenta y se mantiene al mismo nivel hasta
el dia 21 mientras que dicha respuesta celular se recude en ratas jévenes, pero
parametros como la epitelizacion de la herida, la presencia de fibroblastos y la
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expresion de un indicador de angiogénesis como VEGF, es mayor en ratas jévenes
comparado con las ratas envejecidas, lo que puede ser interpretado como una
capacidad limitada de cicatrizacion que se va generando en el envejecimiento
producto de una menor capacidad de angiogénesis y respuestas celulares
inflamatorias mas largas. Todos nuestros biomodelos empezaron el estudio con la
misma edad posterior al nacimiento, pero fueron sacrificados en diferentes periodos
de tiempo, para describir los hallazgos tisulares y las posibles diferencias entre
grupos de implantacion. A pesar de esto, no existieron diferencias significativas para
ninguno de los biomodelos en las variables de estudio con relacion a la variable
tiempo. Esto puede ser consecuencia de una facil resolucion en estadios tempranos
de implantaciéon (menos de dos meses) y que en el tiempo, los cambios que se
hayan producido, sean estables en el tiempo, por lo tanto la generacién eventual de
una RGCE secundaria a biomateriales se daria principalmente en los dias mas
cercanos al momento de la implantacién de un dispositivo como los microchips
RFID pasivos recubiertos con Parylene C®. Coincidimos con Linder et al
dividiendo las muestras (es decir, las biopsias obtenidas de cada biomodelo del
grupo Intervencién Experimental) entre la mitad recubierta con Parylene C® y la
otra con el vidrio inerte para evaluar los cambios que habrian entre superficies(68),
a pesar de que no encontramos cambios significativos para este hallazgo entre los
individuos del grupo mencionado, lo cual permite dilucidar que la respuesta de
encapsulamiento que sufre el microchip RFID pasivo o incluso, la capsula de vidrio
inerte no es exclusivamente dependiente de la existencia del recubrimiento parcial
de Parylene C®.

Hay evidencia del uso de otro tipo de biomodelos como el caso del estudio de Gruys
et al que usaron cerdos(63) o cochinillos en el caso del estudio de Birck MM et
al(109) o incluso el uso de perros para evaluar el efecto de la implantacion de
microchips RFID pasivos en el estudio de Jansen et al(64), con una metodologia de
estudio similar entre todos. Otras investigaciones coinciden con el uso de ratas
como es el caso del trabajo de Ball et al que usaron ratas Sprague-Dawley (Rattus
Novergicus)(62) o el estudio de Oviedo-socarras et al usaron ratas Wistar machos
con un peso de 300-350gr con la diferencia que usaron discos de polieter —
poliuretano y no microchips pasivos de identificacion(110). Si bien, el uso de las
ratas como biomodelos permite facilidades en la observacion, manipulacion,
analisis y obtencién de muestras, estas se alejan mucho de la realidad estructural
y funcional en el aspecto histologico con el ser humano, por lo cual, los cerdos o
cochinillos ofrecen una realidad mas cercana al humano para obtener resultados
eventualmente extrapolables.

En cuanto a la regioén de implantacion, hay coincidencia con Tillman et al al manejar
las implantaciones a nivel dorso-lateral(7) al igual que Oviedo-socarras et al con sus
discos de polimero(110), aunque es generalizado encontrar en la literatura como
meétodo de marcacioén, la implantacidon dorsal de este tipo de dispositivos.

Por otra parte, esta investigacion difiere ampliamente en la cantidad de biomodelos
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usados, comparados con los estudios de Rao y Edmonson (70 ratones) o Tillman
(4279 ratones) aunque se debe tener en cuenta que estos autores hallaron de forma
casual dichos resultados en biomodelos que hacian parte de otros estudios con
objetivos de investigacion diferentes a los planteados en los trabajos de
investigacion, por lo cual, parte de los cambios tisulares iniciales (entre 0 y 2 meses
post implantacion), no fueron tenidos en cuenta dentro de la evaluacion de cada
biomodelo(6,7).

La literatura también reporta diferentes momentos de observacion para la
descripcion de los cambios tisulares. Ball et al observaron los cambios hasta un ano
después de la implantacion(62), Rao y Edmoson obtuvieron las biopsias de piel a
3, 15y 24 meses de uso subcutaneo(6) y Birck MM et al reportan la implantacion
en vida intrauterina, dejando los microchips por un maximo de 23 dias con
implantacion intramuscular a nivel del muasculo femoral de cualquier
lateralidad(109). En el presente estudio se determinaron cuatro grupos para la
obtencion de las muestras a partir de los dos meses de implantacion, extendiéndose
hasta los ocho meses, Io que permitié hacer una descripcion a corto y mediano
plazo, la cual no estaba detallada en la literatura y permitiria observar cambios
desde etapas iniciales y de progresion en el tiempo. Hay otro claro contraste con
base al manejo de los grupos control e intervencion, ya que en el estudio de Jansen
et al, se usé en un mismo biomodelo (perros) hasta 6 dispositivo implantados
(evaluaron 90 microchips RFID pasivos, 45 solo con capsula de vidrio, 30 solo con
capsula de vidrio grabada con acido y 15 con capsula de vidrio recubierta
parcialmente con Parylene C®)(64) y en Birck MM et al el musculo femoral
contralateral fue usado como control(109), igual en Linder et al usando como
controles de piel, una biopsia del mismo animal(68). Para el presente estudio no se
utilizé el mismo biomodelo como control con el fin de evitar un sesgo experimental
por exposicibn a un trauma adicional, que podria eventualmente afectar la
respuesta ante el dispositivo evaluado (fuera el microchip RFID pasivo o la capsula
de vidrio) o aumentar la respuesta inflamatoria sistémica en el biomodelo que
pudiera enmascarar o modificar las condiciones de la region de estudio(10).

Por ultimo, hay que considerar que también existen discrepancias en la
manipulacion de las muestras para el procesamiento histoquimico, por su parte
Tillman et al y Linder et al coinciden en haber usado formalina buferada al 4%(7,68),
mientras que Birck et al, Jansen et al y Oviedo-socarras et al optaron por formalina
buferada al 10% sin especificar el tiempo de fijacion(64,109,110), excepto en el
trabajo de MM Birck, donde explica que la fijacién se realizé por 40 horas. En el
actual estudio, las muestras fueron fijadas por 108 horas (4.5 dias) bajo una
temperatura ambiente de laboratorio entre 20°C a 22°C a una relacién volumen
muestra : volumen agente fijador de 1:10 teniendo en cuenta los resultados y
recomendaciones del estudio sobre uso de formalina y formol de Buesa vy
Peshkov(107), en el cual varios 6rganos fueron evaluados, entre ellos la piel, siendo
este, uno de los 6rganos mas dificiles de procesar y que requiere de mayor cuidado
durante el periodo de fijacion, deshidratacion e inclusion. De hecho en el actual
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estudio se presentaron dificultades técnicas durante el procesamiento que hicieron
particularmente que en las muestras del grupo “Intervencion experimental” se
encontrara una escasa cohesion del tejido conectivo dérmico y peri-implantar, que
llevaba a estallamiento de la muestra al incluirse a un medio acuoso como el bafio
de Maria; la evidencia de este hallazgo se puede encontrar en algunas imagenes
de las placas histologicas donde se ve la dispersion del componente fibrilar del tejido
conectivo en muestras tefiidas con Hematoxilina — Eosina y Tricromica de Masson
(Figura 33). Algo similar pasé en el estudio de Linder et al en el cual dos
especimenes no pudieron ser evaluados por pobre calidad histolégica de las
muestras.

En cuanto a las coloraciones usadas, Birck MM et al, tiferon las muestras con
Hematoxilina — Eosina, Rojo Picrosirio para evaluar fibrosis y usaron el método de
Sweets and Gordon para evaluar la formacién de fibras reticulares(109), mientras
que Jansen et al optaron por usar azul de metileno y fucsina basica(64). En el
presente estudio se considero el uso de las tinciones Hematoxilina — Eosina y
Tricrdmica de Masson por la facilidad que brinda para evaluar celularidad,
caracteristicas fibrilares de los tejidos y discriminacion de estructuras.

Figura 33. Muestra de piel correspondiente al grupo Intervencion experimental.
Observe que por debajo de la epidermis, el tejido conectivo de la dermis reticular
pierde la cohesion regular observable en estas muestras (flechas).
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Caracteristicas de los microchips y el Parylene C®

Park et al(27), estudiaron la funcion del Biobond® en microchips RFID pasivos
(Destron® TXI400L) implantados de forma subcutanea en la region interescapular
de perros Beagles de un instituto de investigaciones. Luego de dos afios de
seguimiento, se evaluo el funcionamiento del microchip (lectura del escaner) y
posterior a biopsia escisional del implante y el tejido conectivo peri-implantar,
concluyeron sobre la formacion de una capsula de tejido fibroso alrededor del
microchip, la cual impidi6é la migracién del mismo.

Kaminska et al(2), examinaron las interacciones del Parylene C® con sujetos
biolégicos como proteinas del plasma sanguineo, plaquetas, células endoteliales y
células de E. Coli, concluyendo que si bien el biopolimero no afecta la proliferacién
ni la viabilidad de las células, si modifica la expresidn génica de las mismas,
constituyéndose en un riesgo potencial para una tumorogénesis. No obstante, Lee
et al(3), estudiaron la biocompatibilidad del Parylene C® al implantarlo en la mucosa
de la vejiga urinaria de ratas, encontrando que la reaccion inflamatoria fue limitada
a la cara exterior de la vejiga y no se expandia hacia la capa muscular, lo que les
permitié concluir que el biopolimero puede ser un excelente biomaterial para un
dispositivo implantable en la vejiga urinaria. Wei et al(4), estudiaron la
biocompatibilidad a largo plazo y la integracién al tejido de dispositivos implantados
recubiertos con Parylene C®, a partir de una respuesta de cuerpo extrafio en la que
el tejido circundante produce un encapsulamiento fibroso y denso, pero no la
integracion con el tejido. Los autores encontraron que la adhesion celular fue
significativamente mejor en sustratos fibrosos recubiertos con Parylene C®
respecto a los no recubiertos, concluyendo que el polimero estimula la proliferacién
celular y facilita la union e interaccion de los fibroblastos.

Finalmente, Nguyen(5) estudio el depdsito de peliculas de Parylene C® sobre
sustratos tipo HARMS usados para aplicaciones biomédicas en cultivos celulares,
concluyendo que Parylene C® no es citotoxico y que resulta idoneo para recubrir
cualquier dispositivo médico implantable.

5.2. Formacion de una RGCE secundaria a biomateriales

La RGCE secundaria a biomateriales resulta siendo una reaccion generalizada de
un huésped a la presencia de una sustancia o elemento inerte la cual no es ni un
solo evento ni un proceso simple, es un fendmeno multifactorial (The Williams
Dictionary of Biomaterials). Diversos estudios ponen en manifiesto diferencias entre
los hallazgos de la presencia o no de este tipo de eventos. Por su parte, Gruys et al
emplearon pruebas de citotoxicidad en cultivos de fibroblastos humanos vy test de
hemolisis en sangre humana, lo cual demostré biocompatibilidad del vidrio inerte,
los hallazgos de los autores indican que no hubo reaccion de tipo cuerpo
extrafio(63). Sin embargo, Linder et al, compararon histolégicamente el tejido peri-
implantar subcutaneo de ratas macho a quienes se les implantaron microchips RFID
pasivos solo con su capsula de vidrio y recubiertos parcialmente con Parylene C®,
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titanio y 6xido de aluminio en el cual concluyeron que alrededor de los microchips
aumentan los niveles de celularidad y que particularmente, en los microchips
recubiertos con Parylene C® se podia describir una reaccion a cuerpo extraiio(68).
A pesar de que se pueda dar una eventual RGCE, Gruda et al, estudiaron 175
ratones a los cuales les implantaron microchips RFID pasivos con el objetivo de
determinar el grado de biocompatibilidad, de tal forma que los autores manifestaron
que existe un nivel bajo de reaccidn a cuerpo extrafio y baja frecuencia de toxicidad
y carcinogénicidad, llamando la atencion al disefio experimental a corto plazo(69).
En el presente estudio, se pudo encontrar el desarrollo de una RGCE secundaria a
biomateriales en cuatro muestras correspondientes al grupo intervencion
experimental (o expuestos al microchip RFID pasivo), pero dichos hallazgos no
fueron significativos, por lo cual se puede deducir que los dispositivos de
implantacion subcutanea tipo microchip RFID pasivo no generan cambios
suficientes para desarrollar en todos los casos una RGCE secundaria a
biomateriales y que la generacion de la misma puede ser debida a factores que
obedecen a las diferencias biolégicas individuales de cada individuo expuesto. La
aparicion de las mencionadas RGCE secundarias a biomateriales coincidié con la
presencia peri-capsular de materiales extrafios como cuerpos birrefringentes que
podrian ser eventualmente partes del Parylene C que algunas de las células
fagociticas hayan internalizado, aunque podria coincidir también con restos de
unidades foliculo-pilosas que desarrollaran respuestas granulomatosas a pelos.
Esto fue reportado por Linder et al(68), quienes reportaron que granulomas de pelo
fueron encontrados en algunos especimenes alrededor de la region implantada o
distal a esta y esto podria estar relacionado con el procedimiento de implantacién
(Figura 34). Es muy dificil determinar el origen del cuerpo birrefringente que se
pueda encontrar en estas condiciones, pero dependiendo de la proximidad o lejania
que conserve un conglomerado celular con aspecto granulomatoso con relacion a
la capsula fibrosa, se podria diferenciar entre ambos tipos de RGCE secundaria a
biomateriales.

En el estudio de Birck MM et al describieron que el sitio de implantacion estuvo
caracterizado por una inflamacion granulomatosa con un moderado numero de
eosinofilos. Se encontraron células gigantes multinucleadas de cuerpo extrafio con
nucleos organizados al azar. El grado de deposicién de colageno alrededor del
microchip vario desde leve a moderado y constituido principalmente en colageno
maduro, con algunas fibras reticulares presentes, encontrando en dos secciones
parte de un material homogéneo dentro del sitio de implantacion y finalmente sin
observar lesiones macro o microscoépicas en la region control(109).
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Figura 34. Comparacion entre una probable respuesta granulomatosa asociada a
pelo (Imagen A) por la similitud morfolégica con las células constitutivas de un
foliculo piloso y lo descrito en este trabajo como una posible RGCE secundaria a

biomateriales (Imagen B). Objetivo: 40X en Ay B.

5.3. Formacion de una capsula fibrosa como respuesta a la presencia de un
elemento implantado y generacién de un estadio inflamatorio crénico

El encapsulamiento por medio de un tejido conectivo altamente fibrilar de un cuerpo
extrafo, sea este de tipo microbiano o de un material de cualquier naturaleza, es
una respuesta casi estereotipada en los mamiferos, y terminan siendo el ultimo
paso en la resolucion de la respuesta celular y tisular frente a un elemento externo
al organismo. En la literatura, entre ellos Kastellorizios et al describen dos
principales fases en la respuesta tisular a un cuerpo extrafio: fase aguda (infiltracién
de células inflamatorias, principalmente neutrofilos) y fase crénica (presencia de
fibroblastos activos) la cual concluye con una fase de fibrosis. En el caso de los
dispositivos implantados por via subcutanea, su tamafio, forma, propiedades
mecanicas, tipo de biomaterial, la duracidn de la implantacion e incluso método de
implantacion puede dar una respuesta diferente(111). Teniendo en cuenta este
principio, en el presente estudio se pudo observar que todos los sujetos
implantados, independientemente de la naturaleza del material de revestimiento o
de constitucion (Vidrio o Parylene C®) pudieron generar una respuesta tisular que
finalizé con un encapsulamiento del material implantado, junto con un aumento local
de la vascularizacion por la presencia de capilares intracapsulares y pericapsulares.

Se puede encontrar un consenso en la apariciéon de dicha capsula fibrosa. Por su
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parte, Rao y Edmoson concluyeron que en la evaluacion microscopica se observé
una delgada capsula constituida por fibroblastos y fibras de colageno maduro, con
minimos signos de inflamacion, tejido granulomatoso y ausencia total de cambios
neoplasicos(6) e igual que Linder et al en los especimenes correspondientes a los
implantados con un dispositivo revestido de polimero, se pudo observar un leve
infiltrado inflamatorio granulomatoso y alrededor de la capsula fibrosa(68). En el
presente estudio, fue posible determinar la presencia de capsulas fibrosas en 67%
(n=25) de las muestras del estudio, dentro de las cuales 75% (n=11) de ellas
correspondian al grupo implantado con un microchip RFID pasivo, es decir, en la
mayoria de los casos se encontro la formacién de dicha capsula en presencia del
microchip revestido con Parylene C®, aunque esto no representé una diferencia
significativa con los otros grupos observados. Un aspecto a tener en cuenta, es que
dentro del mismo grupo de implantados que presentaron la formacién de la capsula,
se encontraron cuatro muestras que mostraron evidencia de la formacion de una
RGCE secundaria a biomateriales, es decir, se hallaron signos patologicos de
células caracteristicas de una respuesta granulomatosa la cual era evidentemente
focal y con presencia escasa de células gigantes multinucleadas. A su vez, se pudo
observar infiltrado linfo-plasmocitarios alrededor de la capsula fibrosa en lo que se
denominé tejido peri-implantar, que a diferencia de los estudios pasados, se
comparé estadisticamente entre los grupos los hallazgos y se encontraron
diferencias significativas en cuanto a la presencia o no de dicho infiltrado
comparandolo entre los tres grupos de estudio (p=0.0002) e igualmente
comparando el tipo de infiltrado inflamatorio segun una escala de leve, moderado o
severo entre los grupos de estudio (p=0.021). No hay certeza del momento exacto
en el que en este estudio se formo la capsula fibrosa, algunos autores como Ball et
al, encontraron la formacion de la capsula capsula fibrosa de tejido conectivo
maduro desde las 12 semanas(62) o incluso, Kastellorizios et al indicaron que
dicho encapsulamiento fibroso (definido como la fase cronica) era claramente visible
desde el dia 14 en adelante (observada como una banda de luz eosindfila con fibras
colagenas orientadas alrededor del implante), aunque, anotan, que la deposicion de
colageno alrededor del implante se podia ver en dia 7 antes de la encapsulacion
fibrosa(111). No fue posible comprobar esto en este estudio por los periodos de
tiempo escogidos para observacién, pero fue claro que para los dos meses post-
implantacion, una capsula fibrosa ya podia haberse constituido.

Este encapsulamiento es importante desde el punto de vista inmunolégico del
huésped, porque representa la capacidad del organismo para adaptarse, pero lo es
también para la eficacia del dispositivo y evitar efectos secundarios como por
ejemplo, la migracion del dispositivo implantado, como lo reporta Jansen et al,
encontrando luego de 16 semanas de implantacién que el 50% de los microchips
migraron desde su sitio de implantacion (sin importar el Parylene C®), y que al final
todos los microchips fueron rodeados por una capsula de tejido fibroso en la cual
no observaron una reaccion inflamatoria grave(64). Contrario a dicho hallazgo, en
este estudio, no hay reportadas migraciones de los microchips RFID pasivos o de
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las capsulas de vidrio y todos pudieron ser identificados en el sitio inicial de
implantacion y ubicacidn, posiblemente por influencia de las estructuras anatomicas
de la region interescapular que podian servir como obstaculo bioldgico si el
dispositivo empezaba a migrar sobre su superficie.

En cuanto a los hallazgos reportados sobre el tipo de inflamacion o células
inflamatorias en las regiones de implantacion y en el tejido peri-implantar Ball et al
sefala que se encontraban ocasionales células inflamatorias subagudas presentes
en el tejido subcutaneo luego de dos semanas después de la implantacion(62), pero
MM Birck et al no encontraron células inflamatorias alrededor del musculo donde se
dio la implantacion, aunque reportaron la presencia de algunos eosinofilos alrededor
de la region peri-implantar confirmandolo por medio de la tincion Luna(109). En el
actual estudio fue posible encontrar células como polimorfonucleares (PMN), que
son caracteristicas de respuestas inflamatorias agudas, en especial neutréfilos y
eosinofilos dispersos de forma difusa en el tejido, especificamente en cuatro
muestras correspondientes al grupo intervencion experimental (4P8m, 5P2m,
9P2m, 9V2m) pero no hacen parte de los que manifestaron una RGCE secundaria
a biomateriales o gigantocelular. A pesar de que los PMN se constituyan como
células de respuestas inflamatorias agudas, se ha descrito que es normal la
aparicion en reacciones granulomatosas de este tipo, cuando hay una exposicion a
biomateriales de diversa naturaleza en su fase aguda, e incluso persistentes en el
tiempo resultado de la quimiotaxis generada y retroalimentada por las células
locales en la respuesta y mantenida por las quimioquinas CXCL-1, CXCL-2, CXCL-
8, CCL-3 y CCL-5 principalmente (75,112).

Un aspecto adicional a tener en cuenta fue el grosor de la capsula fibrosa dado que
Gruys et al reportaron la formacion una estructura tipo capsula de 0,2 mm de grosor
alrededor del implante asociados a los procesos cicatrizales (63) y Oviedo-Socarras
2015 et al reporta grosores de capsulas fibrosas diferentes entre sus grupos de
biomodelos, es decir, espesores de 294.5+18.5um para ratas no diabéticas y
169.4+10.8um para ratas diabéticas, lo que no difiere mucho del promedio general
encontrado en este estudio que fue de 170,8um+46.83um y que entre los grupos
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Es importante tener
en cuenta que hay un vacio en la literatura al mencionar que corresponde realmente
a la capsula fibrosa, dado que a esta la cubre un tejido conectivo de caracteristicas
menos fibrilares pero aparentemente mas denso que la dermis reticular y la periferia
del tejido celular subcutaneo y este, podria confundir al observador en el analisis
macroscopico o microscopico al momento de determinar la extension tisular de la
capsula fibrosa.

La formacion de la capsula fibrosa y la estabilidad de esta por periodos de tiempo
de mediano a largo plazo, permiten reconocer que la implantacion subcutanea de
microchips RFID pasivos es plausible desde el punto de vista biologico para las
ratas Wistar en particular como sistema de identificacion y es necesario determinar
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si estos hallazgos podrian ser extrapolados al ser humano.

5.4. Generacién de cambios neoplasicos

Por el estimulo crénico y la irritacion tisular y celular generada, existe la posibilidad
de que un dispositivo de implantacién subcutanea como un Microchip RFID pasivo,
pueda conducir a la displasia o metaplasia local, suficiente para la generacién de
tumores benignos o malignos asociados a dicho cuerpo extraio. Si bien no fue
objetivo directo de este estudio, es necesario conocer y explorar las teorias respecto
a la generacion de neoplasias a partir de un dispositivo como el microchip RFID
pasivo.

En su estudio, Tillman et al(7), encontraron que en 36 especimenes (0,8% de la
poblacién total) usados, aparecieron lesiones tumorales como fibrosarcomas e
histiocistoma fibroso maligno asociadas al tejido conectivo peri-implantar y ademas,
las hembras fueron afectadas (27/2270) en mayor proporcion que los machos
(9/2009) con diferencias significativas a un valor p<0.01 usando el test exacto de
Fisher. De la misma forma, Elcock et al(66), estudiaron la toxicidad cronica y la
oncogenicidad en el tejido peri-implantar en ratas F344 a las que se les implant6 un
microchip RFID pasivo, encontrando una tasa baja (1%) de recurrencia de tumores
de origen mesenquimal (schwannoma maligno, fibrosarcoma, sarcoma anaplasico
y sarcoma histiocitico) con metastasis ocasional; Blanchard et al(65), disefiaron un
biomodelo de utilidad a partir de ratones transgénicos (knock-out de gen para p53)
para estudios a corto plazo sobre cancerogénicidad, en los que estudiaron 177
especimenes a los que se les implantaron microchips RFID pasivos (solo con
capsula de vidrio y con recubrimiento parcial polimérico) y determinaron formacién
de lesiones tumorales, denominadas por los autores como displasia mesenquimal
que pueden conllevar a un sarcoma a nivel del tejido peri-implantar. Por su parte,
Le Calvez et al(67), reportaron en tres estudios de cancerogénicidad usando ratas
con microchips RFID implantados de forma subcutanea, 52 lesiones tumorales de
origen mesodérmico (excepto dos asociadas a la glandula mamaria) en el tejido
peri-implantar. Este precedente deja manifiesto que la posibilidad de generacién de
una neoplasia asociada a un dispositivo de implantacion subcutanea es muy poco
frecuente, como se pudo evidenciar en el presente estudio, donde no se hallaron
signos morfologicos tisulares o celulares que dieran sospechas del desarrollo de
una lesién tumoral asociada a los microchips RFID pasivos o a las capsulas de vidrio
en alguno de los especimenes, como también lo sefalan Rao y Edmoson,
reportando ausencia total de cambios neoplasicos en la evaluacién de biopsias de
piel implantadas(6) al igual que MM Birck et al(109).
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6. CONCLUSIONES

Se acepta la hipotesis nula de que no se pueden observar cambios histologicos
que constituyan un factor de riesgo la generacion de respuestas granulomatosas
de tipo cuerpo extrafio secundarias a un biomaterial, sea este el vidrio o el
Parylene C ® como polimero de revestimiento, debido a que los hallazgos que
se encontraron no tuvieron una significancia estadistica.

La rata Wistar no se constituye en un buen modelo para describir y evaluar
cambios cutaneos que puedan ser extrapolables al ser humano, pero si lo es
para hacer comparaciones entre su grupo y las diversas cepas de Rattus
novergicus que existen actualmente, dado que se observan resultados similares
en este estudio con los reportados en la literatura utilizando ratones y ratas, y
en especial ratas del mismo grupo taxonémico, esta informacion es util para los
laboratorios que usan o contemplan el uso de los Microchips RFID pasivos como
meétodo de identificacion.

La rata Wistar muestra una adecuada adaptacion a materiales o dispositivos de
implantacion subcutanea lo que le permite tener una respuesta macroscépica y
microscopica adecuada en cuanto a la latencia de dicho cuerpo extrafio, dado
que en la mayoria de los casos, logra generar una respuesta fibrética que lleva
al encapsulamiento del dispositivo, sin importar el tipo de revestimiento o
composicién inicial que dicho cuerpo extrafio tenga. Esto esta relacionado al
hecho de una escasa formacién de respuestas granulomatosas de tipo cuerpo
extrano secundario a biomateriales visto en el presente estudio, si bien se
pueden producir, es limitada su frecuencia.

A pesar de darse un encapsulamiento fibrotico, los microchips RFID pasivos
funcionan correctamente sin importar su latencia en el sitio implantado.
Teniendo en cuenta esto y el anterior punto, desde el punto de vista biologico y
administrativo, es plausible el uso de Microchips RFID pasivos como método
seguro de identificacion. Eventualmente, esta plausibilidad podria ser
extrapolable a otros individuos como a los seres humanos.

En este estudio se demostr6 que las caracteristicas de los tejidos peri-
implantares, es decir, la capsula fibrética, el tejido conectivo peri-implantar, las
células infiltrantes peri e intra capsulares y la presencia de materiales extrafios
extra capsulares, no tienen diferencias segun el tiempo de permanencia del
dispositivo implantado, ya sea este con un recubrimiento parcial de Parylene C®
o en vidrio inerte denudado, se constituye de vital importancia son los cambios
que ocurran en la fase aguda post-implantacién.
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7. RECOMENDACIONES

Al continuar la linea de investigacion, se recomienda describir y evaluar la
respuesta tisular en plazos de tiempo mas cortos, como el primer mes de
implantacion y organizar grupos de observacion y analisis macroscopico y
microscopico distribuidos en las cuatro semanas iniciales posterior al
procedimiento, que permitan una aproximaciéon mas cercana de todo el proceso
de generacién de la capsula fibrosa o una eventual RGCE secundaria a
biomateriales.

Se sugiere utilizar otras técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas que
permitan la identificaciéon de otros parametros que no se tuvieron en cuenta en
este trabajo como la formacion de otras familias colagenas, la expresion de
factores de angiogénesis vascular, entre otras.

Por la inminente inmersion futura de esta tecnologia a la vida cotidiana de todos
los seres humanos, se recomienda en lo posible, contar con voluntarios
humanos para hacer un estudio similar donde se puedan describir los cambios
del tejido conectivo dérmico y estructuras anatdmicas anexas en la presencia de
un cuerpo extrafio tipo microchip RFID pasivo recubierto parcialmente con
Parylene C®.
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9. ANEXOS

9.1. Descripciones histopatolégicas de algunos de los especimenes
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1.

Piel con representacién hasta musculo estriado.

Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: escasa respuesta linfocitaria dispersa.

Anexos cutaneos: presentes

Capsula fibrosa: presente entre el tejido celular subcutaneo y el musculo
estriado, delgada, con leve inflamacién de tipo linfo-plasmocitario.

Células y tejidos pericapsulares: leve respuesta inflamatoria linfo-plasmocitaria
periférica focal, tejido fibroconectivo periférico, fibroblastos.

Material extrafio peri-implantar: macréfagos cargados de pigmento pardo-
amarillo (hemosiderina) y otros aislados con material negruzco granular.
Respuesta inflamatoria: de tipo croénico leve.

Otros cambios dermatopatologicos: proliferacion de capilares pericapsulares.
Sin respuesta de tipo granulomatosa o gigantocelular.

3.

Piel con representacién hasta musculo estriado.

Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: escasa respuesta linfocitaria dispersa.

Anexos cutaneos: presentes

Capsula fibrosa: presente entre el tejido celular subcutaneo y el musculo
estriado, delgada, con leve inflamacion de tipo linfo-plasmocitario.

Células y tejidos pericapsulares: leve respuesta inflamatoria linfo-plasmocitaria
periférica, tejido fibroconectivo periférico, fibroblastos..

Material extrafio peri-implantar: numerosos macrofagos cargados de material
negruzco granular. Focalmente hay vacuolas de material traslucido. (marca).—
Cambios artefactuales en filetes nerviosos.

Respuesta inflamatoria: de tipo croénico leve.

Otros cambios dermatopatologicos: proliferacion de capilares pericapsulares.
Sin respuesta de tipo granulomatosa o gigantocelular.

4.

Piel con representacién hasta musculo estriado.

Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: escasa respuesta linfocitaria dispersa.

Anexos cutaneos: presentes, escasos.

Capsula fibrosa: presente en musculo estriado, delgada, con leve inflamacion
de tipo linfo-plasmocitario.

Células y tejidos pericapsulares: moderada respuesta inflamatoria linfo-
plasmocitaria periférica, ocasionales PMN, abundante tejido fibroconectivo
periférico, fibroblastos.

Material extraio peri-implantar: algunos macrofagos cargados con material
negruzco granular y otros con pigmento pardo amarillo.
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Respuesta inflamatoria: de tipo cronico moderada.

Otros cambios dermatopatologicos: proliferacion de capilares pericapsulares.
Sin respuesta de tipo granulomatosa o gigantocelular.

5.

Piel con representacion hasta tejido celular subcutaneo.

Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: engrosada,

Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: presente en tejido celular subcutaneo, delgada, con leve
inflamacion de tipo linfo-plasmocitario, algunos macréfagos cargados de
pigmento amarillento.

Células y tejidos pericapsulares: moderada respuesta inflamatoria linfo-
plasmocitaria periférica, ocasionales PMN, abundante tejido fibroconectivo
periférico, tejido adiposo, fibroblastos, hemorragia y edema intersticial.
Material extrafio peri-implantar: no

Respuesta inflamatoria: de tipo cronico moderada.

Otros cambios dermatopatologicos: proliferacion de capilares pericapsulares.
Sin respuesta de tipo granulomatosa o gigantocelular.

6.

Piel con representacion hasta tejido musculo estriado.

Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: engrosada,

Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: presente en tejido celular subcutaneo, delgada, con leve
inflamacion de tipo linfo-plasmocitario.

Células y tejidos pericapsulares: minima respuesta inflamatoria linfo-
plasmocitaria periférica, numerosos macrofagos cargados de material
negruzco granular.

Material extrafo peri-implantar: si

Respuesta inflamatoria: de tipo croénico leve.

Otros cambios dermatopatologicos: proliferacion de capilares pericapsulares.
Sin respuesta de tipo granulomatosa o gigantocelular.

8.

Piel con representacion hasta tejido musculo estriado.

Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: engrosada,

Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: presente en musculo estriado, delgada, con leve infiltrado
linfo-plasmocitario.

Células y tejidos pericapsulares: minima respuesta inflamatoria linfo-
plasmocitaria periférica, tejido fibroconectivo y adiposo.

Material extrafo peri-implantar: si
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Respuesta inflamatoria: de tipo croénico leve.
Otros cambios dermatopatologicos: proliferacion de capilares pericapsulares.
Sin respuesta de tipo granulomatosa o gigantocelular.

10.

Piel con representacion hasta musculo estriado y tejido celular subcutaneo.
Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: engrosada, ocasionales linfocitos dispersos.

Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: ausente

Células y tejidos pericapsulares: -

Material extrafo peri-implantar: -

Respuesta inflamatoria: de tipo croénico leve.

Otros cambios dermatopatologicos: infiltrado inflamatorio de tipo linfo-
plasmocitario leve en el tejido celular subcutaneo, con algunos macrofagos
cargados de material negruzco granular, hemorragia.

Sin respuesta de tipo granulomatosa o gigantocelular.

11.

Piel con representacion hasta musculo estriado y tejido celular subcutaneo.
Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: engrosada, ocasionales linfocitos dispersos.

Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: presente en el tejido celular subcutaneo, delgada, con minimo
infiltrado linfocitario.

Células y tejidos pericapsulares: leve respuesta inflamatoria linfo-plasmocitaria
periférica, numerosos macréfagos cargados de material negruzco granular.
Material extrafio peri-implantar: no

Respuesta inflamatoria: de tipo cronico leve.

Otros cambios dermatopatoldgicos: proliferaciéon de capilares pericapsulares.
Sin respuesta de tipo granulomatosa o gigantocelular.

12.

Piel con representacion hasta musculo estriado y tejido celular subcutaneo.
Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: engrosada, ocasionales linfocitos dispersos.

Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: ausente

Células y tejidos pericapsulares: -

Material extrafo peri-implantar: -

Respuesta inflamatoria: -
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Otros cambios dermatopatoldgicos: -

13.

Piel con representacion hasta tejido celular subcutaneo.

Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: engrosada, ocasionales linfocitos dispersos.

Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: presente en el tejido celular subcutaneo, ligeramente gruesa,
con leve infiltrado inflamatorio linfo-plasmocitario, abundantes macréfagos
cargados de pigmento pardo-amarillo (hemosiderina).

Células y tejidos pericapsulares: abundante tejido fibroconectivo, moderada
respuesta inflamatoria linfo-plasmocitaria periférica, hemorragia.

Material extrafio peri-implantar: no

Respuesta inflamatoria: de tipo cronico moderada.

Otros cambios dermatopatoldgicos: proliferaciéon de capilares pericapsulares.
Sin respuesta de tipo granulomatosa o gigantocelular.

15.

Piel con representacién hasta musculo estriado.

Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: engrosada, ocasionales linfocitos dispersos.

Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: presente en el tejido celular subcutaneo, delgada, sin cambios
inflamatorios.

Células y tejidos pericapsulares: abundante tejido fibroadiposo, leve respuesta
inflamatoria linfo-plasmocitaria periférica, numerosos macréfagos cargados de
material negruzco granular.

Material extrafio peri-implantar: no

Respuesta inflamatoria: de tipo cronico leve.

Otros cambios dermatopatoldgicos: proliferaciéon de capilares pericapsulares.
Sin respuesta de tipo granulomatosa o gigantocelular.

16.

Piel con representacion hasta musculo estriado y tejido celular subcutaneo.
Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: engrosada

Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: ausente (no representada?)

Células y tejidos pericapsulares: -
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Material extrafo peri-implantar: -

Respuesta inflamatoria: -

Otros cambios dermatopatoldgicos: infiltrado inflamatorio de tipo linfo-
plasmocitario leve en el tejido celular subcutaneo.

15.

Piel con representacion hasta tejido celular subcutaneo y focalmente musculo
estriado.

Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: engrosada, leve respuesta inflamatoria de tipo linfocitaria.

Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: presente en el tejido celular subcutaneo, delgada, con leve
infiltrado mononuclear de predominio linfocitario.

Células vy tejidos pericapsulares: abundante tejido fibroadiposo, moderada
respuesta inflamatoria linfo-plasmocitaria periférica, algunos macrofagos
cargados de material negruzco granular.

Material extrafio peri-implantar: no

Respuesta inflamatoria: de tipo cronico moderada.

Otros cambios dermatopatolégicos: marcada proliferacion de capilares
pericapsulares. Sin respuesta de tipo granulomatosa o gigantocelular.

19.

Piel con representacion hasta tejido celular subcutaneo y musculo estriado.
Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: delgada, algunos linfocitos dispersos.

Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: ausente

Células y tejidos pericapsulares: -

Material extrafo peri-implantar: -

Respuesta inflamatoria: -

Otros cambios dermatopatoldgicos: -

20.

Piel con representacién hasta musculo estriado.

Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: engrosada, ocasionales linfocitos dispersos.

Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: presente en el tejido celular subcutaneo, delgada, sin cambios
inflamatorios.

Células y tejidos pericapsulares: escaso tejido fibroconectivo periférico,
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minima respuesta inflamatoria linfo-plasmocitaria periférica.

Material extrafio peri-implantar: no

Respuesta inflamatoria: de tipo cronico minima

Otros cambios dermatopatoldgicos: Sin respuesta de tipo granulomatosa o
gigantocelular.

21.

Piel con representacién hasta musculo estriado.
Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.
Dermis: engrosada, ocasionales linfocitos dispersos.
Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: ausente

Células y tejidos pericapsulares: -

Material extrafo peri-implantar: -

Respuesta inflamatoria: -.

Otros cambios dermatopatoldgicos: -

Comentario: presenta cambios artefactuales por el proceso, tejido plegado.

22.

Piel con representacién hasta musculo estriado.
Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.
Dermis: engrosada, ocasionales linfocitos dispersos.
Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: ausente (no representada)

Células y tejidos pericapsulares: -

Material extrafo peri-implantar: -

Respuesta inflamatoria: de tipo linfo-plasmocitaria leve en el tejido celular
subcutaneo, con hemorragia.

Otros cambios dermatopatoldgicos: -

23.

Piel con representacién hasta musculo estriado.

Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.

Dermis: engrosada, ocasionales linfocitos dispersos.

Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: presente en el tejido celular subcutaneo, delgada, sin cambios
inflamatorios.
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Células y tejidos pericapsulares: abundante tejido fibroconectivo, moderada
respuesta inflamatoria linfo-plasmocitaria periférica, abundantes macrofagos
cargados de material negruzco granular.

Material extrafio peri-implantar: no

Respuesta inflamatoria: de tipo cronico leve.

Otros cambios dermatopatolégicos: marcada proliferacion de capilares
pericapsulares. Sin respuesta de tipo granulomatosa o gigantocelular.

25.

Piel con representacion hasta tejido celular subcutaneo.
Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.
Dermis: engrosada, ocasionales linfocitos dispersos.
Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: ausente

Células y tejidos pericapsulares: -

Material extrafo peri-implantar: -

Respuesta inflamatoria: -

Otros cambios dermatopatologicos: infiltrado inflamatorio de tipo linfo-
plasmocitario leve en el tejido celular subcutaneo.

26.

Piel con representacién hasta musculo estriado.
Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.
Dermis: engrosada sin cambios inflamatorios.

Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: ausente

Células y tejidos pericapsulares: -

Material extrafo peri-implantar: -

Respuesta inflamatoria: -

Otros cambios dermatopatoldgicos: -

28.

Piel con representacién hasta musculo estriado.
Epidermis: sin alteraciones, células epiteliales sin atipia.
Dermis: engrosada, ocasionales linfocitos dispersos.
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Anexos cutaneos: presentes.

Capsula fibrosa: ausente

Células y tejidos pericapsulares: -

Material extrafo peri-implantar: -

Respuesta inflamatoria: leve infiltrado inflamatorio en el tejido celular
subcutaneo, con algunos macrofagos cargados de material negruzco granular.
Otros cambios dermatopatoldgicos: -

9.2. Procedimientos Operacionales Estandarizados (POEs)

9.2.1. Protocolo de implantaciéon de microchip RFID
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PROTOCOLO DE IMPLANTACION
SUBCUTANEA DE UN MICROCHIP RFID

Universidad PASIVO RECUBIERTO CON PARYLENE SELLO
C SECO
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA
PROCESO: Implantacion de
UNIDAD: Departamento de Morfologia — un microchip RFID en la region
Seccion de Histologia interescapular para ratas de la
cepa Wistar )
REVISADO POR: Freddy Moreno Gémez FECHA DE CREACION: DD
- MM - AA
APROBADO POR: FECHA DE APROBACION:
DD - MM - AA )
REALIZADO POR: SEBASTIAN MEDINA FECHA DE REALIZACION:
CARDENAS DD - MM - AA
1. OBJETIVOS

Implantar un microchip RFID pasivo recubierto con Parylene C, en la piel de la region
interescapular de la rata Wistar.

2. ALCANCE

Este procedimiento esta dirigido a todo las personas interesadas en hacer o
participar en investigaciones destinadas al estudio de cuerpos extrafos tipo
microchips RFID pasivos de implantacion subcutanea para la descripcidn y
evaluacion de cambios macroscoépicos y microscopicos en la piel, derivados de la
presencia de dicho cuerpo extrafo.

3. AUTORIDAD Y RESPONSABILIDAD
El coordinador del laboratorio es la autoridad del documento, y la responsabilidad
es de la persona que realice el procedimiento.

4. MATERIALES

4.1. ELEMENTOS DE PROTECCION PERSONAL
e Bata.
e (Guantes desechables.
e Tapa boca.

4.2. EQUIPOS
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Careta plastica no ajustable.
Canula de inyeccion manual con microchip RFID pasivo contenido.
Verichip Pocket Reader

4.3. REACTIVOS
Anestésicos:

Isoflurano 100%.

Bioldgico:

Rata Wistar de cualquier edad (para este estudio se emplearon ratas de 5
meses de edad).

5. PROCEDIMIENTO

Posicione el biomodelo en la mesa de trabajo sobre una superficie lisa,
preferiblemente metalica, de facil limpieza y manipulacién posterior al
procedimiento.

Ubique la region interescapular haciendo una palpacién profunda entre las
dos escapulas de anterior a posterior y de medial a lateral.

Coja la cola del biomodelo y llévela hacia la cabeza, haciendo un agarre en
nuca que le permita inmovilizar al biomodelo.

Inserte dentro de la careta plastica, una mota de algodon impregnada con
5mL de Isofluorano 100% e inserte el hocico del biomodelo dentro de la
careta, manténgalo inmovilizado.

Limpie con una solucion desinfectante tipo yodopovidona la superficie de piel
a implantar, impregnando una mota y pasandola con movimientos
controlados sobre el pelaje y piel del animal.

Retire la canula del empaque plastico donde previamente esterilizada

Retire la tapa de proteccion de la aguja de la canula.

En el biomodelo, estire la piel de la region donde hara la implantacion y
ubique la punta del bisel de la canula tocando la piel y dirigido hacia abajo.
Entre el biomodelo y la capsula debe haber un plano de insercion paralelo
entre los dos, evitando angulaciones que puedan generar lesion en otras
regiones.

Inserte en un intento la canula por una extension de 2 centimetros.

En posicién, lleve el embolo de la canula hacia delante para que el microchip
RFID pasivo quede insertado dentro de la piel del biomodelo.

Retire con cuidado la canula de la piel y retire la careta.

Verifique con palpacion que el microchip RFID pasivo esté en posicion y
escaneéelo con el escaner Verichip Pocket Reader y verifique que el numero
de serie emitido (numero de 16 digitos) coincida con el numero de guia
presente en el empaque de la canula y los adhesivos que esta trae.
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Ubique un adhesivo con el cédigo en el conteiner de almacenamiento del
biomodelos.

Pegue otro adhesivo en la hoja de vida del biomodelo.

Verifique que el biomodelo recupere la conciencia y se vea orientado en el
espacio.

Limpie toda el area de trabajo y registre novedades en la hoja de vida del
biomodelo si estas llegaran a pasar.

- \ \ j o B " \
Figura. Procedimiento de implantacion.

9.2.2. Protocolo de implantacion capsula de vidrio inerte
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PROTOCOLO DE IMPLANTACION
SUBCUTANEA DE UNA CAPSULA DE
Universidad VIDRIO INERTE SELLO

DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA

SECO

UNIDAD: Departamento de Morfologia —
Seccion de Histologia

PROCESO: Implantacion de
un microchip RFID pasivo en la
region interescapular para
ratas de la cepa Wistar

REVISADO POR: Freddy Moreno Gémez

FECHA DE CREACION: DD
- MM - AA

APROBADO POR: FECHA DE APROBACION:

DD - MM - AA
REALIZADO POR: SEBASTIAN MEDINA FECHA DE REALIZACION:
CARDENAS DD - MM - AA

1. OBJETIVOS

Implantar un microchip RFID pasivo recubierto con Parylene C, en la piel de la region

interescapular de la rata Wistar.

2. ALCANCE

Este procedimiento esta dirigido a todo las personas interesadas en hacer o
participar en investigaciones destinadas al estudio de cuerpos extrafios tipo
microchips RFID pasivo de implantacion subcutéanea para la descripcion vy
evaluacion de cambios macroscoépicos y microscopicos en la piel, derivados de la

presencia de dicho cuerpo extrafo.

3. AUTORIDAD Y RESPONSABILIDAD

El coordinador del laboratorio es la autoridad del documento, y la responsabilidad

es de la persona que realice el procedimiento.

4. MATERIALES

4.1. ELEMENTOS DE PROTECCION PERSONAL

e Bata, guantes desechables, Tapa boca.

4.2. EQUIPOS
e Careta plastica no ajustable.

e Canula de inyeccion manual con capsula de vidrio.

4.3. REACTIVOS
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Anestésicos:

Isoflurano 100%.

Bioldgico:

Rata Wistar de cualquier edad (para este estudio se emplearon ratas de 5
meses de edad).

5. PROCEDIMIENTO

Posicione el biomodelo en la mesa de trabajo sobre una superficie lisa,
preferiblemente metalica, de facil limpieza y manipulacién posterior al
procedimiento.

Ubique la region interescapular haciendo una palpacién profunda entre las
dos escapulas de anterior a posterior y de medial a lateral.

Coja la cola del biomodelo y llévela hacia la cabeza, haciendo un agarre en
nuca que le permita inmovilizar al biomodelo.

Inserte dentro de la careta plastica, una mota de algodon impregnada con
5mL de Isofluorano 100% e inserte el hocico del biomodelo dentro de la
careta, manténgalo inmovilizado.

Limpie con una solucion desinfectante tipo yodopovidona la superficie de piel
a implantar, impregnando una mota y pasandola con movimientos
controlados sobre el pelaje y piel del animal.

Retire la canula del empaque plastico donde previamente esterilizada

Retire la tapa de proteccion de la aguja de la canula.

En el biomodelo, estire la piel de la region donde hara la implantacion y
ubique la punta del bisel de la canula tocando la piel y dirigido hacia abajo.
Entre el biomodelo y la capsula debe haber un plano de insercion paralelo
entre los dos, evitando angulaciones que puedan generar lesion en otras
regiones.

Inserte en un intento la canula por una extension de 2 centimetros.

En posicion, lleve el embolo de la canula hacia delante para que la capsula
de vidrio inerte quede insertado dentro de la piel del biomodelo.

Retire con cuidado la canula de la piel y retire la careta.

Verifique con palpacion que la capsula de vidrio esté en posicion y marque el
conteiner de almacenamiento del biomodelo con el numero respectivo de
biomodelo.

Llene el numero de biomodelo en la hoja de vida del biomodelo.

Verifique que el biomodelo recupere la conciencia y se vea orientado en el
espacio.

Limpie toda el area de trabajo y registre novedades en la hoja de vida del
biomodelo si estas llegaran a pasar.

9.2.3. Protocolo de puncioén sin implantacion
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PROTOCOLO DE PUNCION EN PIEL DE
RATA WISTAR
e SELLO
- DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA SECO
PROCESO: Implantacion de
UNIDAD: Departamento de Morfologia — un microchip RFID en la region
Seccion de Histologia interescapular para pasivo
ratas de la cepa Wistar
REVISADO POR: Freddy Moreno Gémez FECHA DE CREACION: DD
- MM - AA
APROBADO POR: FECHA DE APROBACION:
DD - MM - AA
REALIZADO POR: SEBASTIAN MEDINA FECHA DE REALIZACION:
CARDENAS DD - MM - AA

1. OBJETIVOS
Implantar un microchip RFID pasivo recubierto con Parylene C, en la piel de la region
interescapular de la rata Wistar.

2. ALCANCE

Este procedimiento esta dirigido a todo las personas interesadas en hacer o
participar en investigaciones destinadas al estudio de cuerpos extrafos tipo
microchips RFID pasivo de implantacion subcutéanea para la descripcion vy
evaluacion de cambios macroscoépicos y microscopicos en la piel, derivados de la
presencia de dicho cuerpo extrafno.

3. AUTORIDAD Y RESPONSABILIDAD
El coordinador del laboratorio es la autoridad del documento, y la responsabilidad
es de la persona que realice el procedimiento.

4. MATERIALES

4.1. ELEMENTOS DE PROTECCION PERSONAL
e Bata.
e (Guantes desechables.
e Tapa boca.

4.2. EQUIPOS
e Careta plastica no ajustable.
e Canula de inyeccion manual.
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4.3. REACTIVOS
Anestésicos:

Isoflurano 100%.

Bioldgico:

Rata Wistar de cualquier edad (para este estudio se emplearon ratas de 5
meses de edad).

5. PROCEDIMIENTO

Posicione el biomodelo en la mesa de trabajo sobre una superficie lisa,
preferiblemente metalica, de facil limpieza y manipulacién posterior al
procedimiento.

Ubique la region interescapular haciendo una palpacién profunda entre las
dos escapulas de anterior a posterior y de medial a lateral.

Coja la cola del biomodelo y llévela hacia la cabeza, haciendo un agarre en
nuca que le permita inmovilizar al biomodelo.

Inserte dentro de la careta plastica, una mota de algodon impregnada con
5mL de Isofluorano 100% e inserte el hocico del biomodelo dentro de la
careta, manténgalo inmovilizado.

Limpie con una solucion desinfectante tipo yodopovidona la superficie de piel
a implantar, impregnando una mota y pasandola con movimientos
controlados sobre el pelaje y piel del animal.

Retire la canula del empaque plastico donde previamente esterilizada

Retire la tapa de proteccion de la aguja de la canula.

En el biomodelo, estire la piel de la region donde hara la implantacion y
ubique la punta del bisel de la canula tocando la piel y dirigido hacia abajo.
Entre el biomodelo y la capsula debe haber un plano de insercion paralelo
entre los dos, evitando angulaciones que puedan generar lesion en otras
regiones.

Inserte en un intento la canula por una extension de 2 centimetros.

Retire con cuidado la canula de la piel y retire la careta.

Marque el conteiner de almacenamiento del biomodelo con el numero
respectivo de biomodelo.

Llene el numero de biomodelo en la hoja de vida del biomodelo.

Verifique que el biomodelo recupere la conciencia y se vea orientado en el
espacio.

Limpie toda el area de trabajo y registre novedades en la hoja de vida del
biomodelo si estas llegaran a pasar.
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9.2.4. Protocolo de verificacion de lectura de microchip RFID pasivo

PROTOCOLO DE VERIFICACION DE
LECTURA DE MICROCHIP RFID
e SELLO
- DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA SECO
PROCESO: Implantacion de
UNIDAD: Departamento de Morfologia — un microchip RFID pasivo en la
Seccion de Histologia region interescapular para
ratas de la cepa Wistar
REVISADO POR: Freddy Moreno Gémez FECHA DE CREACION: DD
- MM - AA
APROBADO POR: FECHA DE APROBACION:
DD - MM - AA
REALIZADO POR: SEBASTIAN MEDINA FECHA DE REALIZACION:
CARDENAS DD - MM - AA

1. OBJETIVOS

Comprobar el funcionamiento de un microchip RFID pasivo recubierto con Parylene
C, en la piel de la region interescapular de la rata Wistar y corroborar los datos de
identidad segun el numero de serie.

2. ALCANCE

Este procedimiento esta dirigido a todo las personas interesadas en hacer o
participar en investigaciones destinadas al estudio de cuerpos extrafos tipo
microchips RFID pasivo de implantacion subcutéanea para la descripcion vy
evaluacion de cambios macroscoépicos y microscopicos en la piel, derivados de la
presencia de dicho cuerpo extrafo.

3. AUTORIDAD Y RESPONSABILIDAD
El coordinador del laboratorio es la autoridad del documento, y la responsabilidad
es de la persona que realice el procedimiento.

4. MATERIALES ]
4.1. ELEMENTOS DE PROTECCION PERSONAL

e Bata.
e Guantes desechables.
e Tapa boca.
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4.2. EQUIPOS
Verichip Pocket Reader

Careta plastica no ajustable.
Canula de inyeccion manual.

5. PROCEDIMIENTO

Posicione el biomodelo en la mesa de trabajo sobre una superficie lisa,
preferiblemente metalica, de facil limpieza y manipulacién posterior al
procedimiento.

Ubique la region interescapular haciendo una palpacién profunda entre las
dos escapulas de anterior a posterior y de medial a lateral.

Encienda el Verichip Pocket Reader del boton central con la letra F1 'y espere
a que en la pantalla muestre el aviso “Press F1 to SCAN”.

Presione el botén F1.

Pase el cabezal del Verichip Pocket Reader sobre la region implantada en el
biomodelo.

Cuando sea identificado el microchip, el Verichip Pocket Reader emitira una
corta sefial sonora y observara en la pantalla un numero de 16 digitos que
corresponde al numero de identificacion.

Contraste este numero con los numeros que se encuentran en el conteiner
de almacenamiento del biomodelo y con el de la hoja de vida.

Regrese el biomodelo a su lugar de descanso.

Apague el Verichip Pocket Reader oprimiendo simultaneamente los botones
grises F2y F3.

Limpie toda el area de trabajo y registre novedades en la hoja de vida del
biomodelo si estas llegaran a pasar.

9.2.5. Protocolo de eutanasia de biomodelos
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PROTOCOLO DE EUTANASIA DE
BIOMODELOS
e SELLO
T DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA SECO
PROCESO: Implantacion de
UNIDAD: Departamento de Morfologia — un microchip RFID pasivo en la
Seccion de Histologia region interescapular para
ratas de la cepa Wistar
REVISADO POR: Freddy Moreno Gémez FECHA DE CREACION: DD
- MM - AA
APROBADO POR: FECHA DE APROBACION:
DD - MM - AA
REALIZADO POR: SEBASTIAN MEDINA FECHA DE REALIZACION:
CARDENAS DD - MM - AA

1. OBJETIVOS
Lograr la eutanasia de una rata Wistar con el minimo sufrimiento por parte del
biomodelo y bajo condiciones de laboratorio controladas.

2. ALCANCE

Este procedimiento esta dirigido a todo las personas interesadas en hacer o
participar en investigaciones destinadas al estudio de cuerpos extrafios tipo
microchips RFID pasivos de implantacion subcutanea para la descripcidn y
evaluacion de cambios macroscoépicos y microscopicos en la piel, derivados de la
presencia de dicho cuerpo extrafo.

3. AUTORIDAD Y RESPONSABILIDAD
El coordinador del laboratorio es la autoridad del documento, y la responsabilidad
es de la persona que realice el procedimiento.

4. MATERIALES

4.1. ELEMENTOS DE PROTECCION PERSONAL
e Bata.
e (Guantes desechables.
e Tapa boca.

4.2. EQUIPOS
e Campana de vidrio
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4.3. REACTIVOS
Anestésicos:

Isoflurano 100%.

Bioldgico:

Rata Wistar de cualquier edad (para este estudio se emplearon ratas de 5
meses de edad).

5. PROCEDIMIENTO

Posicione el biomodelo en la mesa de trabajo sobre una superficie lisa,
preferiblemente metalica, de facil limpieza y manipulacién posterior al
procedimiento.

Impregnar una mota de algodon con 10mL de Isofluorano al 100%
(Isofluorano USP® Baxter®) y exponer al biomodelo dentro de una campana
de vidrio sellada. La concentracion del vapor desarrolla una concentracién
toxica que generara paralisis muscular, falla cardio-respiratoria y muerte del
biomodelo, en un periodo aproximado de 10 minutos

Verifique dentro de esos 10 minutos: el cese de la respiracion, la ausencia
de latidos cardiacos, la presentacion de cornea opaca y relajacion de
esfinteres

En presencia de estos signos de muerte, ya puede realizar la biopsia.
Cuando finalice el procedimiento quirurgico, deposite el biomodelo en el
congelador de residuos bioldgicos dentro en una bolsa roja para luego
entregarla a la ruta hospitalaria de acuerdo con el protocolo de manejo de
residuos anatomo-patoldgicos del Departamento de Morfologia de la
Facultad de Salud de la Universidad del Valle y el PGIRS adoptado por la
Universidad del Valle.

9.2.6. Protocolo de obtencion de biopsia de piel de rata Wistar
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PROTOCOLO DE OBTENCION DE
BIOPSIA DE PIEL DE RATA WISTAR
e SELLO
T DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA SECO
PROCESO: Implantacion de
UNIDAD: Departamento de Morfologia — un microchip RFID pasivo en la
Seccion de Histologia region interescapular para
ratas de la cepa Wistar
REVISADO POR: Freddy Moreno Gémez FECHA DE CREACION: DD
- MM - AA
APROBADO POR: FECHA DE APROBACION:
DD - MM - AA
REALIZADO POR: SEBASTIAN MEDINA FECHA DE REALIZACION:
CARDENAS DD - MM - AA

1. OBJETIVOS
Obtener una biopsia de piel de rata Wistar con un dispositivo implantado a nivel sub-
cutaneo.

2. ALCANCE

Este procedimiento esta dirigido a todo las personas interesadas en hacer o
participar en investigaciones destinadas al estudio de cuerpos extrafios tipo
microchips RFID pasivos de implantacion subcutanea para la descripcidn y
evaluacion de cambios macroscoépicos y microscopicos en la piel, derivados de la
presencia de dicho cuerpo extrafo.

3. AUTORIDAD Y RESPONSABILIDAD
El coordinador del laboratorio es la autoridad del documento, y la responsabilidad
es de la persona que realice el procedimiento.

4. MATERIALES

4.1. MATERIALES

Bandeja quirurgica
Frascos herméticos
Hoja de bisturi No. 15
Cuchilla Minora
Formol buferado 10%
Guantes

Tapabocas

1)

2)
2)

.~ A~ A~ A~
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Bata
Gorro
Deposito con jabon enzimatico

4.2. INSTRUMENTAL

Pinza adson con garra (1)
Pinza adson sin garra (1)
Mango de Bisturi Bard Parker (1)
Periostotomo (1)
Alfileres 4)

4.3. REACTIVOS

Biolégico:

Rata Wistar de cualquier edad (para este estudio se emplearon ratas de 5
meses de edad).

5. PROCEDIMIENTO

Posterior a la eutanasia y manipulacién del biomodelo por parte del
investigador responsable del mismo, proceda a hacer la identificacion de las
condiciones en las cuales se recibe el biomodelo para definir si es 0 no apto
para la biopsia. Este punto esta condicionado unica y exclusivamente a la
presencia del Microchip RFID pasivo o la capsula de vidrio, si en cierto caso,
el dispositivo no se encuentra en posicidn y migrado a otra regioén del cuerpo,
descarte el biomodelo.

Aprobado el biomodelo, haga la tricotomia en la regién dorsal de piel del
biomodelo de donde se obtendra la muestra, procurando no perforar o lacerar
la superficie cutanea.

Proceda a hacer una incision horizontal profunda que pase por los dos
extremos craneales de las escapulas, igualmente haga una incision
horizontal profunda totalmente paralela a la realizada anteriormente y
asegurese que esta pase por los bodes o extremo inferior de cada una de las
escapulas. Para terminar el disefio del colgajo, realice dos incisiones
verticales que unan los extremos de las incisiones horizontales y sean
perpendiculares con estas y paralelas entre si, obteniendo una muestra con
forma cuadrangular.

Levante el colgajo progresivamente con las pinzas desde la profundidad
delimitada por las incisiones hechas y retire la piel junto con el paniculo
adiposo y el paniculo carnoso. Empiece este procedimiento desde la incision
horizontal superior, hasta la incision horizontal inferior. Use la pinza adson
sin garra para manipular el colgajo de una forma segura.

Lleve la muestra (el colgajo libre de piel) a una bandeja para lavarla y quitarle
cualquier elemento que contamine la muestra y su posterior procesamiento
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e Sumerja la muestra en el frasco de conservacion que ya tendra la solucion
fijadora y que debe estar en una relaciéon 1:10, cubriendo por completo la
muestra. Rotule el frasco con la identidad del biomodelo, el tipo de solucién
fijadora y la fecha.

e Cuando finalice el procedimiento quirurgico, deposite el biomodelo en el
congelador de residuos bioldgicos dentro en una bolsa roja para luego
entregarla a la ruta hospitalaria de acuerdo con el protocolo de manejo de
residuos anatomo-patoldgicos del Departamento de Morfologia de la
Facultad de Salud de la Universidad del Valle y el PGIRS adoptado por la
Universidad del Valle.

e Elinstrumental manipulado debe ser sumergido en una preparacion de jabon
enzimatico con el fin de hacer la limpieza inicial, antes de hacer la
esterilizacion el equipo, hagalo cuando finalice todos los pasos descritos
previamente.

Durante el procedimiento debe tomarse un registro fotografico de cada paso, por lo
que sera necesaria la asistencia de otra persona que pueda llevar este registro.

9.2.7. Protocolo de fijacion de biopsia de piel de rata Wistar
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PROTOCOLO DE FIJACION QUIMICA DE
BIOPSIA DE PIEL DE RATA WISTAR

Universidad
del Valle

SELLO

DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA SECO

UNIDAD: Departamento de Morfologia —
Seccion de Histologia

PROCESO: Implantacion de
un microchip RFID pasivo en la
region interescapular para
ratas de la cepa Wistar

REVISADO POR: Freddy Moreno Gémez

FECHA DE CREACION: DD
- MM - AA

APROBADO POR: FECHA DE APROBACION:

DD - MM - AA
REALIZADO POR: SEBASTIAN MEDINA FECHA DE REALIZACION:
CARDENAS DD - MM - AA

1. OBJETIVOS

Obtener una biopsia de piel de rata Wistar con un dispositivo implantado a nivel sub-

cutaneo.

2. ALCANCE

Este procedimiento esta dirigido a todo las personas interesadas en hacer o
participar en investigaciones destinadas al estudio de cuerpos extrafos tipo
microchips RFID pasivos de implantacion subcutanea para la descripcidn y
evaluacion de cambios macroscoépicos y microscopicos en la piel, derivados de la

presencia de dicho cuerpo extrafo.

3. AUTORIDAD Y RESPONSABILIDAD

El coordinador del laboratorio es la autoridad del documento, y la responsabilidad

es de la persona que realice el procedimiento.

Materiales
e Frascos herméticos (6)

Formol buferado 10% (hasta 500mL)

[ ]
e Solucion de Bouin
e Etiquetas adhesivas

Instrumental
e Pinza adson sin garra (2)

Procedimiento

e Terminado el procedimiento de diseccion y realizada la divisién de la muestra
en secciones mas pequenas, se pasara a hacer la inmersién dentro del
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agente fijador de cada una de las secciones de la muestra. Previo al
procedimiento quirurgico, debid haber sido preparado un volumen estimado
de 500mL de formol buferado al 10%.

e Se deposita cada segmento de la muestra dentro del contenedor hermético
en una relacion 1:10. El volumen de cada segmento sera determinado
siguiendo el principio de Arquimedes que plantea: “Un cuerpo total o
parcialmente sumergido en un fluido en reposo, recibe un empuje de abajo
hacia arriba igual al peso del volumen del fluido que desaloja”.

e Se debe asegurar que la tapa cierre de forma adecuada para evitar la
evaporizacion y contaminacion del agente fijador.

e (Cada frasco hermético debera llevar un rotulo con las siguientes
especificaciones:

o Fecha
o Tipo de fijador
o Caddigo

e La preparacion del formol buferado al 10% se realizara de la siguiente forma:

A. Preparacion formol buferado

Reactivos:
e Formol al 37% 50mL
e Agua destilada 450mL
e Sodio-fosfato monobasico 0,2gr
e Sodio-fosfato dibasico 0,325gr
Manejo:

e Se hace la dilucion del formol al 37% en el agua destilada.

e Se adiciona una por una las sales, dejando que se diluya totalmente
una antes de adicionar la otra en el proceso de mezcla. Se emplea el
agitador magnético. Cuando desaparece cualquier precipitado en el
fondo del envase donde esta contenida la solucion, se asume que ya
esta diluida la sal.

e Por ser un compuesto altamente toxico y volatil, se conserva en
frasco(s) totalmente hermético(s) de vidrio o plastico.

e La manipulacion del formol ya preparado debe hacer preferiblemente
dentro de una campana de aire para evitar exposicién del operador al
compuesto.

9.2.8. Protocolo de procesamiento histoquimico de las muestras de piel
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PROTOCOLO DE PROCESAMIENTO
HISTOQUIMICO DE BIOPSIA DE PIEL DE
Universidad RATA WISTAR SELLO
E— SECO

DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA

PROCESO: Implantacion de
UNIDAD: Departamento de Morfologia — un microchip RFID pasivos en
Seccion de Histologia la region interescapular para
ratas de la cepa Wistar
REVISADO POR: Freddy Moreno Gémez FECHA DE CREACION: DD
- MM - AA
APROBADO POR: FECHA DE APROBACION:
DD - MM - AA
REALIZADO POR: SEBASTIAN MEDINA FECHA DE REALIZACION:
CARDENAS DD - MM - AA
1. OBJETIVOS

Obtener una biopsia de piel de rata Wistar con un dispositivo implantado a nivel sub-
cutaneo.

2. ALCANCE

Este procedimiento esta dirigido a todo las personas interesadas en hacer o
participar en investigaciones destinadas al estudio de cuerpos extrafos tipo
microchips RFID pasivos de implantacion subcutanea para la descripcidn y
evaluacion de cambios macroscopicos y microscopicos en la piel, derivados de la
presencia de dicho cuerpo extrafno.

3. AUTORIDAD Y RESPONSABILIDAD
El coordinador del laboratorio es la autoridad del documento, y la responsabilidad
es de la persona que realice el procedimiento.

9.2.9. Protocolo de tincién para hematoxilina eosina
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PROTOCOLO DE PROCESAMIENTO
HISTOQUIMICO DE BIOPSIA DE PIEL DE
Universidad RATA WISTAR SELLO
E— SECO

DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA

PROCESO: Implantacion de

UNIDAD: Departamento de Morfologia — un microchip RFID en la regién

Seccion de Histologia interescapular para ratas de la
cepa Wistar

REVISADO POR: Freddy Moreno Gémez FECHA DE CREACION: DD
- MM - AA

APROBADO POR: FECHA DE APROBACION:
DD - MM - AA

REALIZADO POR: SEBASTIAN MEDINA FECHA DE REALIZACION:

CARDENAS DD - MM - AA

1. OBJETIVOS

Obtener una biopsia de piel de rata Wistar con un dispositivo implantado a nivel sub-
cutaneo.

2. ALCANCE

Este procedimiento esta dirigido a todo las personas interesadas en hacer o
participar en investigaciones destinadas al estudio de cuerpos extrafios tipo
microchips RFID de implantacidn subcutanea para la descripcion y evaluacion de
cambios macroscopicos y microscopicos en la piel, derivados de la presencia de
dicho cuerpo extrafio.

3. AUTORIDAD Y RESPONSABILIDAD
El coordinador del laboratorio es la autoridad del documento, y la responsabilidad
es de la persona que realice el procedimiento.

9.2.10 Protocolo de tincion para Tricromica de Masson
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PROTOCOLO DE TINCION PARA
TRICROMICO DE MASSON

Universidad
del Valle

SELLO
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA SECO

Seccion de Histologia

PROCESO: Implantacion de

UNIDAD: Departamento de Morfologia — un microchip RFID pasivos en

la region interescapular para
ratas de la cepa Wistar

REVISADO POR: Freddy Moreno Gémez FECHA DE CREACION: DD
— MM - AA
APROBADO POR: FECHA DE APROBACION:
DD — MM - AA ,
REALIZADO POR: SEBASTIAN MEDINA FECHA DE REALIZACION:
CARDENAS DD — MM - AA
1. OBJETIVOS

Lograr una tincion adecuada por medio de la coloracion Tricromica de Masson para
la observacion de muestras de piel de rata Wistar.

2. ALCANCE

Este procedimiento esta dirigido a todo las personas interesadas en hacer o
participar en investigaciones destinadas al estudio de cuerpos extrafos tipo
microchips RFID pasivos de implantacion subcutanea para la descripcidn y
evaluacion de cambios macroscoépicos y microscopicos en la piel, derivados de la
presencia de dicho cuerpo extrafno.

3. AUTORIDAD Y RESPONSABILIDAD
El coordinador del laboratorio es la autoridad del documento, y la responsabilidad
es de la persona que realice el procedimiento.

4. MATERIALES

4.1. ELEMENTOS DE PROTECCION PERSONAL

e Bata.

e Guantes desechables.

e Tapa boca.

4.2. OTROS MATERIALES

Coplin

Guantes para manejo de elementos calientes
Recipientes para descartar los desechos

Bateria de reactivos pata Tricrémica de Masson
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4.2. EQUIPOS

Campana de extraccién de gases
Crondémetro temporizador
Balanza Digital

Horno

agitador magnético

5. PROCEDIMIENTO
5.1. PREPARACION DE REACTIVOS

Debido al manejo de
sustancias toxicas y
potencialmente toxicas,
revise las fichas técnicas de
los componentes; utilice
indumentaria de seguridad:
Gorro, tapabocas, gafas de
seguridad, bata anti fluidos
de manga larga y pufo
ajustado, zapato cerrado,
Guantes para manejo de
elementos calientes.

Realice la preparacion de los
reactivos y de la bateria en la
campana extractora.

5.1.1. Fijador de Bouin (1050 mL) en el caso de muestras fijadas inicialmente
con formol buferado o formalina.

Solucion acuosa de acido picrico 1.9% 750 mL
Formol puro 250 mL
Acido acético glacial 50 mL

5.1.2. Hematoxilina Férrica de Weigert (100 mL)

Solucioén A:
Cristales de hematoxilina 29
Alcohol 95% 50 mL
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Solucion B:

Cloruro férrico solucidon acuosa 29% 2mL
Agua destilada 47,5 mL
Acido clorhidrico 0,5 mL

Solucién de trabajo Hematoxilina Férrica de Weigert
Se mezclan partes iguales de la solucién A sobre la B.

Nota: Esta preparacion es estable hasta por 3 meses.

5.1.3. Solucién Scarlet Brebrich y fucsina acida (100 mL)
Solucion acuosa al 1% de Briebrich Scarlet 90 mL

Solucién al 0.01% de fucsina acida 9mL
Acido acético glacial 1 mL

5.1.4. Acido fosfotungstico-fosfomolibdico (100 mL)

Acido fosfomolibdico 5 % 259
Acido fosfotungstico 5 % 25¢g
Agua destilada 100 mL

5.1.5. Anilina azul (100 mL)

Anilina AZUlceeei 25¢g
Acido acético glacial............... 2,5mL
Agua destilada....................... 97,5 mL

5.1.6. Solucién de Acido acético al 1% (100 mL)
Acido acético glacial.................. 1 mL

Agua destilada........................ 99 mL

Debe utilizar la campana extractora para la preparacién de reactivos y de la bateria
de Tricromica

5.2. PREPARACION DE LA BATERIA
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Llene los 20 contenedores bajo la campana extractora, y se organizaron en orden:

inI).
xilol).

Contenedor 1
Contenedor 2
Contenedor 3 (alcohol 100%).
Contenedor 4 (alcohol 100%).
Contenedor 5 (alcohol 95%).
Contenedor 6 (alcohol 95%).
Contenedor 7 (alcohol 70%).
Agua (fluyendo en contenedor de agua).
Contenedor 8 (Hematoxilina férrica de Weigert).
Contenedor para enjuague con agua corriente.
Contenedor 9 (Briebrich Scarlet-fucsina acida).
Contenedor 10 (Agua destilada).
Contenedor 11 (acido fosfotungstico-fosfomolibdico).
o Nota: la solucion de fosfoacidos se desacarta después de su
uso).
e Contenedor 12 (Anilina azul).
o Lavado inicialmente en agua destilada y luego en agua corriente
e Contenedor 13 (acido acético 1%).
o Nota: la solucion de acido acético se desacarta después de su
uso).
Contenedor 14 (alcohol 95%).
Contenedor 15 (alcohol 95%).
Contenedor 16 (alcohol 100%).
Contenedor 17 (alcohol 100%).
(
(
(

.~~~ o~

Contenedor 18 (xilol).
Contenedor 19 (xilol).
Contenedor 20 (xilol).

Realice la siguiente sencuencia teniendo en cuenta los siguientes tiempos para
cada paso:
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PASO TIEMPO PASO TIEMPO
1- Xilol (1) 3 min 13- I.3r|et')r|.ch Scarlet- 2 min
fucsina acida
2- Xilol (2) 3 min 14- Agua destilada 3 min
3- Alcohol 100% (1) 3 min 15- Acido fosfotungstico- | 5 .
fosfomolibdico
4- Alcohol 100% (2) 3 min 16- Anilina azul 5 min
5- Alcohol 95% (1) 3 min 17- Agua destilada 3 min
6- Alcohol 95% (2) 3 min 18- Acido acético 1% 3 min
7- Alcohol 70% 3 min 19- Alcohol 95% (1) 3 min
in—h
8- Agua destilada | ° TN ~NaCcer | o Alcohol 95% (2) 3 min
3 cambios
9- Solucién de Bouin | 201N @60°C o4 Alcohol 100% (1) 3 min
y dejar enfriar
Hasta que
10- Agua (corriente) aclaren los | 22- Alcohol 100% (2) 3 min
tejidos
11- Hematoxilina
15 mi 23- Xilol (1 i
férrica de Weigert > min 3-Xilol (1) 3 min
12- Agua (corriente) 3 min 24- Xilol (2) 3 min

A continuacion, puede hacer el montaje y la observacion de las placas tefidas con

esta tincion.

9.2.11. Protocolo de observacion y toma de imagenes histoldgica de piel
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PROTOCOLO DE OBSERVACION Y
TOMA DE IMAGENES HISTOLOGICAS
Universidad DE BIOPSIA DE PIEL DE RATA WISTAR |  SELLO
E— SECO

DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA

PROCESO: Implantacion de
UNIDAD: Departamento de Morfologia — un microchip RFID pasivos en
Seccion de Histologia la region interescapular para
ratas de la cepa Wistar
REVISADO POR: Freddy Moreno Gémez FECHA DE CREACION: DD
- MM - AA
APROBADO POR: FECHA DE APROBACION:
DD - MM - AA
REALIZADO POR: SEBASTIAN MEDINA FECHA DE REALIZACION:
CARDENAS DD - MM - AA
1. OBJETIVOS

Obtener una biopsia de piel de rata Wistar con un dispositivo implantado a nivel sub-
cutaneo.

2. ALCANCE

Este procedimiento esta dirigido a todo las personas interesadas en hacer o
participar en investigaciones destinadas al estudio de cuerpos extrafos tipo
microchips RFID pasivos de implantacion subcutanea para la descripcidn y
evaluacion de cambios macroscoépicos y microscopicos en la piel, derivados de la
presencia de dicho cuerpo extrafno.

3. AUTORIDAD Y RESPONSABILIDAD
El coordinador del laboratorio es la autoridad del documento, y la responsabilidad
es de la persona que realice el procedimiento.

9.2.12. Protocolo de mediciones para grosor de capsula fibrosa
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PROTOCOLO DE MEDICIONES PARA
GROSOR DE CAPSULA FIBROSA POR
Universidad MEDIO DE SOFTWARE DE ANALISISDE | SELLO
S IMAGENES SECO

DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA

PROCESO: Implantacion de

UNIDAD: Departamento de Morfologia — un microchip RFID en la region

Seccion de Histologia interescapular para ratas de la
cepa Wistar

REVISADO POR: Freddy Moreno Gémez FECHA DE CREACION: DD
- MM - AA

APROBADO POR: FECHA DE APROBACION:
DD - MM - AA

REALIZADO POR: SEBASTIAN MEDINA FECHA DE REALIZACION:

CARDENAS DD - MM - AA

1. OBJETIVOS

Obtener una biopsia de piel de rata Wistar con un dispositivo implantado a nivel sub-
cutaneo.

2. ALCANCE

Este procedimiento esta dirigido a todo las personas interesadas en hacer o
participar en investigaciones destinadas al estudio de cuerpos extrafios tipo
microchips RFID de implantacidn subcutanea para la descripcion y evaluacion de
cambios macroscopicos y microscopicos en la piel, derivados de la presencia de
dicho cuerpo extrafo.

3. AUTORIDAD Y RESPONSABILIDAD
El coordinador del laboratorio es la autoridad del documento, y la responsabilidad
es de la persona que realice el procedimiento.
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9.3. Base de datos biomodelos
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9.4. Formato para informacion inicial del biomodelo y registro de novedades
UNIVERSIDAD DEL VALLE

FACULTAD DE SALUD

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

Hoja de Vida Biomodelo de experimentacion

Cambios tisulares producidos por |a implantacién cub-cutdnea de microchips RFID pasivos recublertos parcialmente con Parylene C en
rata Wistar. Investigador: Sebastian Medina Cardenas

1. Datos Generales

Biomodelo No. : Cohorts No. : Implantado con:
Peso inicial

|Edaa [ 1

2. Condicién de peso en el tiempo

Fecha |Peso |Fecha |Peso |Fecha |Peso |Fecha |Peso |Fecha |Peso |Fecha |Peso |Fecha [Peso |Fecha |Peso

3. Seguimiento semanal sobre estado de |a zona de Implantacién

Fecha |Descripcién de la observacién

Fecha |Descripcién de la observacién
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9.5. Aval d

e comité de ética animal

Comité Institucional de Revision de Etica con Animales en Experimentacion h:

ey .

Facultad de Salud -

ACTA DE AVAL A PROYECTO DEL AREA BROMEDICA N* 001013

Proyecto:  CAMBIOS TISULARES PRODUCIDOS POR LA IMPLANTACION SUBDERMICA DE
mmmmmmmoomuuwu

Diomédca:
Semetido por  Djogo Vallejo, Carlos Mejia, Freddy Moreno y Sebastian Medina

Coago wtemo Fechaenquetvesomendo| 04 | | o3 | | 201 |

Focha Cerificackon CEAS | 08 B

E) Consero de B Facutad de Salud de la Unwersadad del Valle ha establecdo ol Comte imattuconal de
Rovigitn 90 EBCa COn amenales d¢ oxp EAC0N b (CEAS) medane Resoluoon No 27.A de
Marzo 10 de 1997, o cual estd regdo por 1a Ley 84 de 1689 y I Resolucin No 8430 e 1950 del Minaseno
do Salud, s0br0 Protecoon do ANmals 0N CEDINMERESCEn ¥ CON 058 Sirantia do Cumplmento, se da ol
AVAL en l0s aspectos E4cos para 1 expenmentacdn. establece s recomendacones y eNgencas que
o Wagradan

Este Comat certifica que
1 Sus meembeos fOViISAIOn 108 Spuentes dOCUMentos del presente proyeci
X Resumen del proyecto Result de eval 0b0s COmaes (% aphca)
X Formato sobotud de evalsacdin CLAS Cartas do B8 IMtEUGONeS PAMCDAnmes
Condicacdn MeSco Vetormand Owo

2 €l presente proyecso fue evahado y condcass por of Comed .
Sepin las categorias G0 MespO eslbieOdas en o Mmanudl de expenmentacin Con anmales de
Facutad do Salud. ol presentn o3tudo bene 1 sguente Clasificacion de Riesgo:

'__] IM” [ | Animales que serkn sometidos
2 Una manipelacion
Procedimientos que no m"m GNINHEIVE COmO Corugea.
A otasionan malestar al B8 pueden obviar con fa C  perfusion de Organos y que
animal © que lo minimizan. UBIZICHON e analgesicos seran sacrificados al torminar
© snestesia ol procedimionto o durante b
- C ejecucion del mismo.
Animales que soran On0 Ao COMempiass antes.
$ICNACC0s i ngun
tratamiento o |
| D | manipulacion de emsayo. |
(por epemplo: para la
|| obtencién de tepccs.
| cthdas, ete.
3 Que 108 procedimienios Que S SIORONEN DIra Proteger a 1o e1pe 100 330CUSAS
¥ hemanzados
4 La forma de oblener las licencias © permisos (i aplican), presentados por 08 particpantes on of
O3B0 03 AGOCUSN B NOIMa R ¥
AN\
U a‘\} \
N }‘b\
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de Etica con Animales en h’

Facultad de Salud —

E1 Comite, eatar en la obligacitn de 108 Sagustntes procedimientos de contrel

E3te proyecto sard revisado NUEvamente o0 GECUCOn a0 g on ool Comte » =

SOMCOONSA0. 1N eMBargo ol ComAe Duede Mr COMVOCHB0 & SOMCAUE S8 Mgun muembro del Comte o

G0 33 GeCtivas FIMUGONIES DIFd MEvaAN CUNGUE 5urtD TEACONMI0 00N 08 Jerechos y o Deerestar

S0 108 SNITaies QIPONTHNLaNS 0N e3%e e3tuAO

Informard cportunamente a as drectivas Nsttuconaes

8 TO00 osacato 30 Ion Mvellgadones A s ONentacones y sobotudes del Comie

b Cuaiquer Suapension o IMnacon de 3 aprotacon por parte del Comas ante |3 Peghgenoa en o
IrOLaTeentn 00 I8 BMBles QRper mertaies © SCI08 M eScos

Reportard nvmedatamente 3 a3 Grecthvas madtuconaies 1008 FOMacon gue eca JCHCs e

8 LOstres 8 suetos e100nmentaios o Sord 30 108 eBOUSANE GertrD del MArCO $0C0 Nurmaneads
Probiemas impreviation Que MwoluCIen Nesgos Para Io8 Suetos expenmentaies » O DerIOnas.

b Cutiqueer Cambeg 0 MOGACHCEN B €510 ProYectd Que Niyd S0 fewisadl y Aprobado por of Combe

£l prosente peoyecio M w0 Cortilicado por un penodo de 1 A0 & parte de I fecha de I presente

ACta LOS proyedios Oe Wdodn Maydr & un a/0 Jederdn sef SOmetdos Nuevamente CON 030s 08

GOCUMENton DIra (PVOn chahladon

E1investigador peincipal deberd iormar & Comae de £ica Anena

3 Cudlguer COMBI0 QU 10 DIOPONGS MBoducr 8 esle Proyecto E3ios CamBuos no POdran Mmourse s
B reviadn y aprobactn del Comié, excepld CUaNdo SEN NECESINOS DINa elmnar Delgros
PMNONes PAra 108 SUEios eEperImentaies

D Cudiquer prodiemd morevisio Que Mvolure MesQ0s DIra 108 Suelos exDermentales u ODOS Seres.

¢ Cusiquer everto adverso 3en0 dentro o s prmeras 24 horas de oCurmdo 8 B Vicedecaratus e
FeSIQacOnes. SeCrelano(d) y Al presdente del Comte

9 Cuaiquer CONOCIMMNto NUEVO MEISECIo 3 OG0 Que Pueda afects b 1a5a PeIGOBerwics pars
108 supetos esperventaies

0 Cudiguer o0 IOMBAS POF CIod COMBes de ¢5Ca

L2 16/ MinacOn prematra O Susgensson del proyecio esphcando B razon para €3

9 Bl ewvesigadir prncpal Seberh presentir un niceme o feal del M0 de aprobacdn BaCcEndS
OesIN0s J¢ 108 SURIDS CIDETMertaes NOCINIO CAMSGIIeS PIOCESIENS COMPOnaTeety Je 08
SNeraled QpeNMentans LOS proyecion O OuraoOn Maytr & un M0 Geberdn Ser SOmetaos
NUEVaMente CON 10008 108 SOCUMENton DS NVRON SCRAkId0s.

NOTA: EXCLUSIVAMENTE PARA SER PRESENTADO ANTE “CONVOCATORIA INTERNA 2093~

\;&5\-\ .

Fema Fecha o8 [ 2013
Nomére: FERNANDO CASTRO HERRERA

Capacdas

sapressatiton: PRESIDENTE Teitfono  S189677

CrRNFICACION OF LA FACLL TAD OF SALUD OF LA UNvERSioas oo Viale
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A ——

Facultad de Salua pman
Proyecto.  CAMBIOS TISULARES PRODUCIDOS POR LA IMPLANTACION SUBOERMICA DE UN
MICROCIP RFID PASIVO RECUBIERTO CON PARYLENT CF EN RATA WISTAR
Linea

blomedica
Semetdopor  Diego Vallejo, Carlos Mejsa, Freddy Moreno y Sebastian Medina

Coago inemo | 03013 Fecha en que fue sometso 04 e | | 201 |
Por medo de o presente. Coniico que I Facullng oo Salud oo B Unwersadad ool Valle avala of proyecto
MDA MENCONSEO y MESPEtd 108 DINCEHOS DOMSCES ¥ N o e ley
84 S0 1998 on deteraa de o8 anmales o0 Be ERPOI TR0 y O
PGPS D y Ge 3 regaTertacon B0 la Unveerdac ool Vale

/

Feca o8 [ 2013

Fema
Nombre HERNAN J PRRENTA J
Capacdad VICDUCAND OF LAFACA TAD O Sl Tewiono 5185680

representatiea
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