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RESUMEN.

En el ensayo se trataron 10 perras de entre 2 y 4 afios de edad a las cuales se les
realizaron incisiones quirtrgicas a nivel de linea media en la region infraumbilical y en
6 de ellas se utilizo quitosan como cicatrizante durante 8 dias. En los cuales se observo
microscOpicamente la incisién y su evolucion. Para el diagnostico de profundidad de la
cicatrizacion se realizaron biopsias, grupo de ensayo (1): 7 pacientes, grupo control (1):
pacientes que no se les aplicod quitosan. Obtencion de biopsias durante el proceso y
finalizacion de la cicatrizacion.

Se preparo el gel de quitosan para aplicarlo como acelerador de la cicatrizacion, se
aplico este durante 8 dias, se realiz6 un monitoreo macroscopico de la cicatrizacion

Se realizaron las cirugias en la FES Cuautitlan, se extrajeron quirurgicamente las
biopsias del tejido de la cicatrizacion a diferentes tiempos de las perras tratadas y no
tratadas con quitosdn y fueron observadas al microscopio para ver los procesos
celulares y titulares que intervinieron en la evolucion de la cicatrizacion.

Se comprobo las caracteristicas desinflamatorias del quitosdn a través del estudio
histoldgico.

Se realiz6 una comparacion de medias con muestras pareadas con un estudio de T-
Student.

En donde los resultados nos demuestran que la utilizaciéon de quitosén, reduce la
distancia entre bordes y la profundidad de la incision en comparacion con los animales
que no se les aplico quitosan.

También nos demuestra una cicatrizacion mas rdpida en comparacion con la

bibliografia.



INTRODUCCION.

La quitina es un polisacarido, insoluble que constituye el exoesqueleto de los
Artrépodos (crustaceos, algunos moluscos e insectos) y las paredes de las células de
muchos hongos y algas. La quitina es el segundo biopolimero mas abundante después
de la celulosa. El quitosan es generalmente obtenido por las desacetilacion de la quitina
natural. Es un producto natural no toxico y biodegradable.

Recientemente se ha generado mucha atencion al uso del quitosan en las aplicaciones
veterinarias como agente curativo de heridas, agente antimicrobiano, material de
vendaje, en sustitucion de injerto de piel y como agente hemostatico.

Existen algunos estudios llevados a cabo por diferentes grupos, que muestran que la
quitina y el quitosan aceleran la cicatrizacion de heridas en casos veterinarios clinicos y
ya se han comercializado productos que contienen este material, para el tratamiento de
heridas.

En la mayoria de estos estudios, se ha usado a la quitina y el quitosan como los
filamentos, polvos, granulos, esponjas o como un compuesto con algodén o poliéster.
Sin embargo, son muy pocos los estudios acerca de los eventos que se generan en la
aceleracion de la cicatrizacion, y por tal razon, este trabajo esta enfocado a evaluar
macroscopicamente a través de fotografias y microscopicamente a través del conteo de
células a través del tiempo de biopsias en la herida (fibroblastos, polimorfonucleares,
macroéfagos, células plasmaticas, linfocitos), asi como mediciones de la distancia entre
bordes, profundidad de la incision, presencia o ausencia de costra y coagulo, y tamafo
de costra o codgulo, durante la evolucion de la cicatrizacion de la piel usando quitosan
en forma de gel en una incision quirurgica a nivel de linea media en la region

infraumbilical en perras.



1.1.-PIEL.
La piel cubre la superficie del cuerpo y estd constituida por dos capas principales: el
epitelio superficial o epidermis y la capa de tejido conectivo subyacente, el corion o
dermis. Protege al organismo contra lesiones y la desecacion, recibe estimulos del
ambiente, en los animales de sangre caliente; participa en la termorregulacion y en el
mantenimiento del equilibrio hidrico (3). Es la principal barrera de defensa contra
gérmenes y otros factores externos, control de la temperatura corporal, tacto y
sensibilidad, excrecion y absorcion. Las funciones especificas de la piel dependen en
gran medida de las propiedades de la epidermis. Este epitelio forma una cubierta celular
ininterrumpida por toda la superficie externa del cuerpo. Sus células producen una
proteina fibrosa, la queratina, que es esencial para la funcion protectora de la piel, y
también la melanina, el pigmento que protege contra la irradiacion de los rayos
ultravioleta. La epidermis presenta un epitelio estratificado escamoso queratinizado
derivado del ectodermo (11). En la organizacion estructural de la epidermis pueden
distinguirse cinco capas principales:
Estrato basal: Estd formado por una capa de células que reposan sobre la lamina basal y
la dermis subyacente. Sus células son poliédricas o columnares. El nucleo es
relativamente grande y su citoplasma basofilo. Son frecuentes las figuras de mitosis en
esta capa llamada también estrato germinativo por la proliferacion de sus células es la
principal responsable de la continua renovacion de la epidermis. A medida que las
células generadas aqui se mueven hacia arriba, hacia el estrato espinoso, adquieren una
forma poliédrica con su nucleo esférico u ovoide (3).
Estrato espinoso: Es la capa mas gruesa de la epidermis con un epitelio de células
poliédricas y presentan una gran cantidad de desmosomas (11).
Estrato granular: Esta formado por tres a cinco capas de células romboides cuyo rasgo
distintivo es la presencia de granulos gruesos, de forma irregular, que se tifien
intensamente con los colorantes bésicos y por ejemplo (hematoxilina). Estos son
granulos de queratohialina (3).
Estrato lucido: Es una capa que solo existe en la piel gruesa, se distingue como una
delgada zona muy eosinofila entre el estrato granuloso y el estrato corneo (11,12,15).
Estd compuesta por escasas capas de células aplanadas densamente empaquetadas.
Los nucleos comienzan a degenerar en las células externas del estrato granuloso y
desaparecen en el estrato lucido, donde el contorno del nucleo solo se distingue en

células aisladas.



Estrato corneo: Estd formado por capas de células planas y cornificadas. Las células

carecen de nucleo y solo se conservan unos pocos de organelos (3,11,12,15).

Tipos celulares de la epidermis.

Queratinocitos: El tipo celular principal de la epidermis y de los otros epitelios planos
estratificados se llama queratinocito, a causa de su capacidad de sintetizar queratina (3).
Melanocitos: El conjunto de estas células constituyen el sistema pigmentario de la piel
(11). Se originan en las células de la cresta neural. Se localizan en el estrato basal aunque
pueden estar también en las porciones superficiales de la dermis y extender sus
prolongaciones hacia la epidermis entre los queratinocitos. Los Melanocitos producen
melanina, pigmento pardo que imparte diversas tonalidades de este color a la piel. La
tirosinasa, enzima que poseen los melanocitos, es esencial para la sintesis de melanina.
Se encuentra localizada en organitos especiales, conocidos como melanosomas,
situados dentro del citoplasma de los melanocitos. La tirosina que se transporta hacia
los melanosomas, se convierte en melanina por accion de la tirosinasa (11).

Células dendriticas (Langerhans): En la actualidad se sabe que estas células
consideradas antes derivadas de las células de la cresta neural, se originan en
precursores de la médula 6sea. Aunque son capaces de entrar en mitosis, estd
restringida en ellas esta actividad; por tanto, las restituyen continuamente células
precursoras que dejan la sangre para emigrar hacia la epidermis y diferenciarse en
células de Langerhans, presentan nucleo denso citoplasma pélido y prolongaciones
delgadas y largas que salen desde el cuerpo celular, caracteristico de estas células son
los granulos de Birbeck (granulos vermiformes) (11).

Recientemente se han acumulado pruebas que indican que participan en las respuestas
inmunes del organismo. Se ha demostrado que poseen, igual que los macrofagos,
receptores de superficie la, Fc y C3 (3).

Se sabe que las células de Langerhans pueden participar en la presentacion de antigenos
a los linfocitos y en los procesos inmunoproliferativos de los ganglios linfaticos
regionales. Se sabe que son unos protagonistas importantes en las respuestas alérgicas
de contacto y en otras reacciones mediadas por células (3).

Células de Merkel: Aparecen en pequeiio niumero en la parte basal de la epidermis.

Tienen un parecido superficial con los queratinocitos. Las células de Merkel tienden a



estar presentes en areas donde la epidermis estd particularmente bien vascularizada y
ricamente inervada.

En razon de su contenido de vesiculas de nucleo denso y de su estrecha relacion con
terminaciones nerviosas, se considera ahora que las células de Merkel son paraneuronas
implicadas en la percepcion sensorial (3).

La dermis se deriva del mesodermo (11). Es la capa gruesa de tejido conectivo a la que
se fija la epidermis y que se continua en profundidad con el tejido subcutaneo con
abundante tejido adiposo. En el tejido conectivo dérmico se insertan los foliculos
pilosos, las glandulas sudoriparas y sebaceas (11,12,15).

La dermis se compone de dos capas no muy diferenciadas, hacia arriba el estrato
papilar, mas delgado y por debajo el estrato reticular, mas grueso (11,12,15).

El estrato papilar se compone de tejido conectivo laxo con gran cantidad de células y
un reticulado laxo de delgadas fibras de colageno (sobre todo colageno tipo III).

El estrato reticular se compone de tejido conectivo coldgeno compacto irregular, la
fibra més importante es de colageno tipo I dispuestas en grandes haces entre cruzadas.
Ademas de las fibras de colageno, la dermis contiene abundantes fibras elasticas que
forman un reticulado entre los haces de coldgeno. Las células que se encuentran con
mayor frecuencia son fibroblastos y macrofagos, pero también hay gran cantidad de
mastocitos involucrados en la respuesta inmunologica (11,12,15). Los fibroblastos son
responsables de la sintesis y remodelacion de las principales fibras (colageno y elastina)
presentes en la dermis. Entre otras funciones de la dermis se encuentran la regulacion
del crecimiento y la proliferacion celular, la adhesion, la migracion, diferenciacion y
curacion de las heridas (3). La gran cantidad de coldgeno confiere a la dermis una

notable fortaleza mecanica, muy importante para su funcion protectora. (12).



GLANDULAS DE LA PIEL.

1) Glandulas sudoriparas.

Tomando como base su morfologia y caracteristicas funcionales, las glandulas
sudoriparas se dividen en dos tipos: apocrino y merocrino (ecrino) (11).

Son glandulas tubulares simples o tubulares enrolladas simples y un conducto recto. La
porcién secretora tiene una gran luz revestida por células epiteliales cuboides o
columnares bajas, dependiendo del estado de su actividad secretora. Su citoplasma
puede contener glucogeno, lipidos o granulos de pigmento. Las glandulas apocrinas de
los animales domésticos se localizan a lo largo de la mayor parte de la piel (7).

En el caballo dichas glandulas son bastante activas y producen sudoracion visible
durante el ejercicio y temperaturas elevadas. En otras especies la secrecion es escasa y
apenas perceptible. En el perro y gato las glandulas pueden ser tortuosas o en espiral.

La funcién de las glandulas apocrinas es producir una secrecion viscosa que tiene un
olor que permite la comunicacidon entre especies, probablemente como un atractivo
sexual o un marcador territorial (11).

Las glandulas merocrinas son glandulas que se encuentran principalmente en areas
especiales de la piel tales como las almohadillas plantares del perro y gato. Son siempre
glandulas tubulares que se abren directamente sobre la superficie de la piel y en los
foliculos pilosos. La porcidon secretora esta formada de epitelio ciibico con dos tipos
diferentes de células. Las células oscuras o mucoides tienen una mayor cantidad de
ribosomas que las células claras y numerosas gotitas se presentan en la parte apical de la
célula (7).

2) Glandulas sebaceas.

Pueden ser alveolares simples o alveolares ramificadas que liberan su producto de
secrecion, el sebo, por el modo holocrino. Frecuentemente estdn asociadas con los
foliculos pilosos en los que desembocan sus conductos para formar el canal pilosebaceo
del conducto piloso. La unidad secretora se compone de una masa so6lida de células
epidérmicas encerradas por una vaina de tejido conectivo, que se une a la dermis que la
rodea. En la periferia de la masa glandular, una capa simple de células cubicas descansa
sobre la lamina basal. El sebo se deriva de la desintegracion de las células y pasa al
interior de la luz del foliculo piloso mediante un conducto corto revestido por epitelio

estratificado escamoso.



El sebo, es una secrecion oleosa formada por una mezcla de lipidos, actia como un
agente antibacteriano y, en los mamiferos con pelo, como agente protector de la
humedad (7).

El tejido conectivo, como su nombre lo implica, forma una continuidad con tejido
epitelial, musculo y tejido nervioso, lo mismo con otros componentes de este tejido para
conservar al cuerpo integrado desde el punto de vista funcional. La mayor parte del
tejido conectivo se origina en el mesodermo capa germinal media del embrion. A partir
de esta capa se desarrolla el mesénquima, compuesto por las células multipotenciales
embrionarias. Estas células mesenquimatosas emigran por todo el cuerpo y originan el
tejido conectivo y sus células, incluso huesos, cartilagos, tendones, capsulas, células
sanguineas, hematopoyéticas, células linfoides etc. (11).

El tejido conectivo de la piel estd altamente irrigado en todo el aparato circulatorio la
pared vascular posee un revestimiento interno liso compuesto de célula endoteliales
(endotelio).

Una célula endotelial es un tipo de célula aplanada que recubre el interior de los vasos

sanguineos y sobre todo de los capilares, formando parte de su pared.

El nucleo de las células endoteliales estd muy aplanado y por eso aparece eliptico en los
cortes visualizados al microscopio. La region nuclear y mas gruesa de la célula hace
prominencia en la luz. La porcion periférica y mas delgada de la célula es
tremendamente fina, y las membranas que miran a la luz o al tejido estdn separadas por

una capa de citoplasma de un grosor de 0,2 a 0,4 micras (11).



1.2.- CICATRIZACION.

La cicatrizacion de las heridas es la restauracion bioldgica de la estructura y funcion
organica. Se caracteriza por procesos celulares y metabolicos que se producen en una
secuencia relativamente constante. La cicatrizaciéon puede ocurrir por medio de varios
caminos (16).

Primera intencion o cicatrizacion primaria:

Es el cierre de una herida por medio de suturas, grapas o cintas.

El cierre primario demorado es el cierre de una herida contaminada de tres a cinco dias
después de ocurrido el accidente

Durante el intervalo de tiempo previo al cierre demorado la herida se debe mantener
limpia. Para reducir la posibilidad de infeccion de la herida se emplean soluciones de
lavado y vendaje (16).

La cicatrizacion por segunda intencion:

Ocurre cuando se desarrolla tejido de granulacion en grandes defectos cutaneos y se le
permite el cierre por epitelizacion y contraccion sin aproximacion mediante suturas.
Granulacion. El tejido de granulacion se desarrolla en cuatro a seis dias después de la
lesion. Tiene un aspecto granular y rojo brillante; estd compuesto por capilares, vasos
sanguineos, fibroblastos y macrofagos. El tejido de granulacion sirve como una barrera
contra la infeccion, constituye un lecho para la epitelizacion y es una fuente de tejido
para la contraccion de la herida y soporte (16).

Epitelizacion. Es la proliferacion y migracion de las células epidérmicas a través de un
lecho de granulacion en desarrollo (16).

La epitelizacion comienza cuatro o cinco dias después de ocurrida la herida y puede ser
incompleta o débil en las heridas grandes. Las células epiteliales se movilizan por
debajo de la costra y secretan colagenasa provocando el desprendimiento de la misma.
La epitelizacion prevé una barrera contra la infeccion y la pérdida de liquidos.
Contraccion. Es la reduccion de la herida por medio de movimientos centripetos de todo
el espesor de la piel. La contraccion comienza cinco o diez dias después de ocurrida la
herida y sigue las lineas de tension de la piel. Los miofibroblastos median la
contraccion. Estas células tienen extensas conexiones intercelulares que se adhieren
unas con otras y a los tejidos de alrededor (16).

Los grandes defectos pueden cicatrizar con excesiva contraccion; esto hace que la piel

quede muy tirante, hecho que puede limitar los movimientos del miembro o del cuerpo.



La cicatrizacion por tercera intencion:

Es un cierre secundario, utilizando suturas o grapas, en una herida con tejido de
granulacién sano y que tiene por lo menos de cinco a seis dias de evolucion.

En este procedimiento, el tejido de granulacion es extirpado, los bordes epiteliales
pueden ser “reavivados” y suturados llevandolos sobre el tejido de granulacion (16).
Estas heridas pueden cicatrizar con mayor rapidez y obtener resistencia tensil mas
rapido que los cierres primarios debido a la respuesta reparativa inmediata,
caracterizada por la proliferacion de tejido y la sintesis de colagena, el estadio de
inflamacién ya ha ocurrido antes de que comience la cicatrizacion por tercera intencioén
(16).

Fases de la cicatrizacion de las heridas:

La inflamacion comienza a los pocos minutos de ocurrida la herida y se le denomina
fase de retraso o de sustrato. En las heridas no infectadas dura de uno a tres dias.

Los signos clasicos incluyen:

a) Enrojecimiento (rubor)

b) Edematizacion (tumor)

¢) Dolor

d) Calor

e) Perdida de la funcion (16).

Proceso:

a) La vasoconstriccion inicial es seguida por vasodilatacion y la posterior filtracion de
liquido vascular. Esto es iniciado por la liberacién de mediadores quimicos (histamina,
serotonina, prostaglandinas) por parte de los mastocitos y las plaquetas.

b) Los neutrofilos y los monocitos migran hacia la herida para cumplir con las
funciones de fagocitosis y la destruccion enzimatica de los desechos tisulares.

¢) Los macrofagos liberan sustancias quimiotacticas responsables de la fibroplasia, la
angiogénesis y la sintesis de colageno (16).

La resistencia de la herida durante la infamaciéon es minima y la apertura se evita por
medio de suturas y grapas (16).

La fase de reparacion o proliferativa, comienza al tercer o cuarto dia y dura de uno a tres
semanas. Se caracteriza por la proliferacion de fibroblastos, la infiltracion de capilares y

la reepitelizacion (16).



Los fibroblastos se originan a partir de las células mesenquimatosas
indiferenciadas presentes en el tejido conectivo adyacente y migran hacia la herida
siguiendo a las fibras de fibrina de los coagulos y a los capilares que se estan
desarrollando (16).

a) Los fibroblastos producen una sustancia granular amorfa y colagena, responsables de
la fuerza tensil de la herida.

b) La actividad celular y la sintesis de coldgeno disminuyen hacia el final de la fase
reparativa, a medida que comienza la maduracién y la remodelacion (16).

La infiltracion capilar y la ramificacion se producen secundarias a la reduccion de la
tension de oxigeno en la herida y son necesarias para la actividad fibroblastica (16).

La proliferacion epitelial y la migracion comienzan a nivel de los bordes de la herida.
Estos procesos son afectados por la inhibicion provocada por el contacto célula-célula,
la oxigenacion, la temperatura, y el contacto con los vendajes (16).

A. La fase de maduracién o de remodelacion se desarrolla tres semanas después de la
lesion y dura desde meses hasta afios (16).

Esta fase se caracteriza por un contenido estable de coldgena en la herida. La
resistencia de la herida aumenta debido al entrecruzamiento de las fibras colagenas y a
un cambio en la ondulacion fisica de las fibras. Estas se ordenan con menor densidad en
la medida que la herida madura y hay una pérdida del ordenamiento en ondas tipo
canasta, con las fibras depositadas a lo largo de la linea de esfuerzo (16).

La cicatriz que se desarrolla carece de la fuerza que presentan los tejidos normales
adyacentes. Est4d formada por un menor niimero de células que las que se encuentran en
las fases iniciales de reparacion, vasos y fibras elasticas, y una densa red de coldgeno
(16).

Factores que afectan la cicatrizacion de las heridas:

A. Factores locales.

La vascularizaciéon prevé oxigenacion tisular y los nutrientes que favorecen la
cicatrizacion de la herida al promover el metabolismo celular local y el
entrecruzamiento de las fibras de coldgeno (16).

El material extrafio (como tierra, desechos, material de sutura no absorbible) retrasan la
cicatrizacion al exacerbar la respuesta inflamatoria y favorecer el desarrollo de la
infeccion (16).

El espacio muerto y la acumulacién de liquidos retrasan la cicatrizacion al limitar la

migracion de las células reparadoras y aumentar el riesgo de infeccion (16).



La exposicion a radiacion ionizante en las primeras dos semanas posquirirgicas retrasa
la cicatrizacion por medio de la disminucion de la formacion de fibroblastos, la sintesis
de coldgena y la regeneracion capilar (16).

La infeccién bacteriana de las heridas puede impedir la cicatrizacion debida a la
persistencia de la inflamacion, y la necrosis tisular y la acumulacion de liquidos. La
infeccion bacteriana también retrasa el proceso reparativo, en especial la fibroplasia
(formacion de tejido fibroso en la cicatrizacion) y la sintesis de coldgena (16).

La medicacion topica y los vendajes pueden promover la cicatrizacion de la herida al
reducir la infeccion bacteriana y proteger a los tejidos que estan cicatrizando (16).

El lavar con solucidon isotonica estéril (solucion salina fisiologica) ayuda a la
cicatrizaciéon debido a la reduccion mecénica de la contaminaciéon y a la infeccion
bacteriana (16).

El lavar con soluciones antisépticas diluidas (clorhexidina al 0.05%, povidona yodada al
0.1%) favorece la cicatrizacion al reducir la contaminacion bacteriana (16).

Los vendajes huimedos no adherentes promueven la epitelizacion. Los vendajes
adherentes son tutiles para lograr el desbridamiento mecanico de las heridas
contaminadas (16).

Los ungiientos antibacterianos (bacitracina-neomicina-polimixina, sulfadiazina-plata,
clorhexidina, nitrofurazona) pueden ser ttiles para reducir el contenido bacteriano de las
heridas contaminadas (16).

La técnica quirurgica puede facilitar en forma directa la cicatrizacion de la herida
siempre que sigan los principios de Halsted:

a) Suave manejo de los tejidos.

b) Hemostasia segura y preservacion de la irrigacion tisular.

c¢) Técnica quirurgica aséptica.

d) Cuidadosa aproximacion sin tension y con obliteracion de los espacios muertos.

e) Eliminacion de los tejidos necréticos (16).



Factores sistémicos que afectan la cicatrizacion:

1. La hipoproteinemia causada por la pérdida de proteinas, la desnutricion o la
sobrecarga de liquidos hace lenta la cicatrizacion al retardar la fibroplasia,
disminuyendo la resistencia tensil de la herida y produciendo edema (16).

2. La uremia disminuye la formacion de tejido de granulacion, la proliferacion epitelial
y la fuerza de la herida (16).

3. La administracion durante largo plazo de altas dosis de corticosteroides inhibe la fase
de inflamacion y disminuye la sintesis de colageno (16).

4. Los agentes quimioterapéuticos:

a) Estos fAirmacos actian directamente inhibiendo la division celular (fase reparativa) o
la sintesis de coldgeno (fase de maduracion) (16).

b) También pueden demorar la cicatrizacion de manera indirecta al deprimir la funcion
inmune, la epitelizacion y la contraccion pueden provocar anorexia (16).

5. Los desequilibrios vitaminicos y minerales:

a) Las altas dosis de vitamina A revierten la inhibicion de la cicatrizacién provocada por
los corticosteroides y estimulan la fibroplasia y la sintesis de colageno (16).

b) Las dosis excesivas de vitamina E impiden la cicatrizacion de la herida y la
produccion de colageno (16).

c¢) La vitamina C es necesaria para la hidroxilacion de la lisina y la prolina, partes del
colageno; la deficiencia de esta vitamina demora la cicatrizacion y reduce la resistencia
de las heridas (16).

d) La deficiencia de zinc puede impedir la formacion de tejido de granulacion y demora
la cicatrizacion por inhibicion de la proliferacion celular epitelial y fibroblastica (16).

6. La edad avanzada hace lenta la cicatrizaciéon. En casos experimentales, la tasa de
epitelizacion y la resistencia de la herida en los animales viejos fue menor que en los
animales jovenes (16).

7. La presencia de una enfermedad maligna en cualquier parte del cuerpo impide la
cicatrizacion debido al desarrollo de caquexia, alteracion del metabolismo y reduccion
de la funcion de las células inflamatorias (16).

8. La diabetes, retrasa la cicatrizacion. La hiperglucemia impide la sintesis de colageno,
el avance capilar y la funcion de los granulocitos. Estos efectos también pueden ocurrir

en los animales (16).



1.3.-TEJIDO CONECTIVO.
El tejido conectivo estd compuesto por células y matriz extracelular, que consiste en
sustancia fundamental amorfa vy fibras.
Matriz extracelular: Compuesta por sustancia fundamental amorfa y fibras, resiste a las
fuerzas tanto de compresion como de estiramiento (11,12,15).
Sustancia fundamental: Es una material hidratado amorfo compuesto por glucosa-
minoglucanos, polimeros no  ramificados largos de disacaridos repetitivos,
proteoglucanos, centros proteinicos, en los cuales estan enlazados de manera covalente
diversos glucosaminoglucanos y glucoproteinas que son grandes macromoléculas
encargadas de sujetar a los diversos componentes de la matriz extracelular entre si y con
las integrinas de membrana celular.
Los glucosaminoglucanos: Son sulfatados como queratan sulfato, heparan sulfato,
heparina, sulfatos de condroitina y dermatan sulfato y no sulfatados como &cido
hialurénico (11,12,15).
Los proteoglucanos estan enlazados de manera covalente con el acido hialurénico, y
forman macromoléculas gigantes denominadas agregados de agrecan, que son los que
producen el estado de gel de la matriz extracelular (11,12,15).
Las glucoproteinas de adhesion son de diversos tipos. Algunas se localizan de manera
preferencial en la lamina basal como la laminita, o en el cartilago y en el hueso, como
la condronectina y la osteomectina, respectivamente asi como la fibronectina
(11,12,15).
Las fibras son de colagena y fibras elasticas (11,12,15).
Fibras de coldgena: No son elasticas y poseen gran resistencia al estiramiento. Cada
fibra estd compuesta por subunidades finas, la llamada molécula tropocolagena
compuesta por tres cadenas de alfa entrelazadas en una configuracion helicoidal
(11,12,15).
Los aminoacidos mas frecuentes de la colagena son glicina, prolina, hidroxipolina e
hidroxilisina (11,12,15).
Los seis tipos principales de coldgena son en parte colagena del tipo I, es la fibra mas
abundante del hueso el hueso, la dentina el cemento tipo II en los cartilagos hialino y

elastico (11,12,15).



Tipo III (Fibras reticulares).

Tipo IV (Lamina densa de la lamina basal).

Tipo V (Relacionada con la colagena tipo 1 y en la placenta).

Tipo VII (Que adhiere la lamina basal sobre la lamina reticular) (11).

Las fibras elasticas estan compuestas por elastina y microfibrillas, son muy elasticas y
pueden estirarse 150 % de su longitud en reposo sin romperse, su elasticidad se debe a
la proteina elastina y su estabilidad a la presencia de microfibrillas.

La elastina es un material amorfo cuyos aminoacidos componentes principales son
glicina y prolina, lo mismo que los aminodcidos tinicos desmosina e isodesmosina.
Componentes celulares:

Las células del tejido conectivo se agrupan en dos categorias en células fijas y células
transitorias (11,12,15).

Las células fijas: Constituyen una poblacion estable y de vida prolongada que consiste
en fibroblastos, células adiposas, mastocitos, pericitos y macrofagos. (Ejemplo células
Kupffer) (11,12,15). .

Células transitorias (Células libres o errantes):

Se originan principalmente en la médula dsea y circulan en la sangre. La mayor parte de
estas células con motilidad suelen ser de vida breve se reemplazan de manera continua
desde una gran poblacion de células madres

Las células transitorias son:

C¢lulas plasmaticas, linfocitos, neutréfilos, eosinéfilos, basofilos, monocitos y algunos
macrofagos (11).

Células fijas del tejido conectivo.

De las c¢lulas residentes del tejido conectivo, las distribuidas con mayor amplitud y mas
abundantes son los fibroblastos (11).

Los fibroblastos: Sintetizan la matriz extracelular del tejido conectivo se derivan de
células mesenquimatosas indiferenciadas. Pueden encontrarse en estado activo o en
estado de reposo. Se les denomina fibrocitos a células en reposo y fibroblastocitos a las
células activas.

Los fibroblastocitos activos suelen residir en relacion estrecha con haces de colagena,
en los que se encuentran situados de manera paralela al eje largo de la fibra.

Son células irregulares alargadas, que poseen citoplasma de afinidad basoéfila. La parte
mas manifiesta de la célula es el nucleo ovoide de color oscuro, gran tamafio y

granuloso que contiene un nucléolo bien definido (11,12,15).



La microscopia electronica revela un aparato de Golgi prominente y abundante reticulo
endoplasmico rugoso (RER), en especial cuando la célula esta elaborando activamente
matriz, como sucede durante la cicatrizacion de las heridas.

La actina y la actinina alfa estan localizas en la periferia de la célula y la miosina esté
por todo el citoplasma (11).

Los fibrocitos inactivos: Son células pequefias y fusiformes, con -citoplasma
acidofilico, nicleo mas pequeno, alargado y de tincidon mas oscura. La microscopia
electronica revela cantidades escasas de reticulo endopldsmico rugoso pero abundantes
ribosomas libres.

Aunque consideradas células fijas del tejido conectivo, los fibroblastos son capaces de
efectuar algunos movimientos. Rara vez experimentan division celular pero pueden
hacerlo durante la cicatrizacion de las heridas. Estas células, sin embargo pueden
diferenciarse en células adiposas, condrocitos (durante la formacion de fibrocartilago) y
osteoblastos (bajo situaciones patologicas).

Los miofibroblastos: Son fibroblastos modificados que ponen de manifiesto
caracteristicas semejante tanto a las de los fibroblastos como a las de las células de
musculo liso, mediante microscopia electronica revela que los miofibroblastos tienen
haces de filamentos de actina y cuerpos densos semejantes a células del musculo liso y
ademads los miofibroblastos difieren de las células de musculo liso en que carecen de
lamina externa (lamina basal). Los miofibroblastos son abundantes en las regiones que
estan experimentando cicatrizacion de las heridas; se encuentran también en el
ligamento periodontal, sitio en que probablemente ayudan a la erupcion dental.

Células adiposas: Las células adiposas (adipocitos), se derivan también de células
mesenquimatosas indiferenciadas, aunque algunos histdlogos creen que pueden
originarlas también los fibroblastos. Las células adiposas estan totalmente diferenciadas
y no experimentan division celular. Funcionan en la sintesis y el almacenamiento de los
triglicéridos. Existen dos tipos de células grasa que constituyen dos tipos de tejido
adiposo (11).

Las células grasas uniloculares, forman al tejido adiposo blanco y las células con
multiples gotitas pequefias de lipidos, llamada células grasas multiloculares, forman el
tejido adiposo pardo. La grasa blanca es mucho mas abundante que la grasa parda.

Los adipocitos de la grasa blanca son células esféricas grandes de hasta 120 um de

diametro, que se vuelven poliédricas cuando se agregan en el tejido adiposo.



Las células grasas uniloculares almacenan continuamente grasa en forma de una sola
gotita, que aumenta tanto en el citoplasma que el nucleo se desplaza hacia la periferia
contra la membrana plasmadtica, con lo que imparte a estas células el perfil de “anillo de
sello” cuando se ven con el microscopio de luz. En estado de ayuno la superficie celular
se vuelve irregular y emite proyecciones a manera de seudopodos (11).

Los adipocitos multiloculares hacen contraste con los unicelulares de diversas maneras.
En primer lugar las células de la grasa parda son mas pequefias y mas poligonales que
las células de la grasa blanca. Mas atin, como estas células almacenan grasa en varias
gotitas pequefias en vez de hacerlo en una sola, el ntcleo esférico no se ve desplazado
contra la membrana plasmatica. Las células grasas multiloculares contienen, muchas
mitocondrias pero muchos menos ribosomas libres que las células grasas uniloculares.
Aunque las células de la grasa parda carecen de RER, si cuentan con reticulo
endoplasmico liso (11).

La funcion de las células de grasa parda es almacenar grasa en varias gotitas pequefias
en vez de hacerlo en una gota grande, tienen un ntcleo esférico no se ve desplazado
contra la membrana plasmatica (11).

Mastocitos 6 Células Cebadas.

Los mastocitos: Se originan en el propio tejido conectivo (3).

Son las células fijas mas grandes del tejido conectivo, tienen un diametro de 20 a 30 pm
son ovoides y poseen un nucleo esférico de ubicacion central. A diferencia de los tres
tipos de células fijas que se describieron previamente, los mastocitos se derivan,
probablemente, de células precursoras de la médula 6sea. La presencia de numerosos
granulos en el citoplasma es la caracteristica de identificacion de los mastocitos. Estos
granulos varian en tamafio desde 0.3 hasta 0.8 um. Como estos granulos contienen
heparina, que es un glucosaminoglucano sulfatado, presenta metacromasia con azul de
toluidina. Los estudios de microscopia electronica de los granulos revelan diferencias en
el tamafio y la forma, ponen de manifiesto variaciones en la ultraestructura incluso
dentro de la misma célula. Por lo demas, el citoplasma no tiene otro aspecto
sobresaliente por que contiene gran cantidad de mitocondrias, un nimero escaso de
perfiles de reticulo endoplasmico rugoso y complejo de Golgi relativamente pequefio

(11).
Ademés de heparina, los granulos de los mastocitos contienen también histamina,

proteasas neutras, arilsulfatasa, factor quimiotactico de los eosinofilos (NCF).



Ademas de las sustancias que se encuentran en los granulos, los mastocitos también
sintetizan leucotrienos a partir de los percusores membranales del 4cido araquidoénico,
los cuales no se almacenan, mas bien se piensa que son sintetizados a partir de los

fosfolipidos de membrana. (11) (25).

Desarrollo y distribucién de los mastocitos. Como los basoéfilos y los mastocitos
comparten ciertas caracteristicas, se llego a creer que los ultimos eran basofilos que
habian dejado la sangre para efectuar sus tareas en el tejido conectivo. En la actualidad
se sabe que los basofilos y los mastocitos son cé¢lulas distintas y que tienen células
precursoras también diferentes. Las células precursoras de los mastocitos se originan en
la medula dsea, circulan en la sangre durante un tiempo breve y, a continuacion, entran
en el tejido conectivo, en el que se diferencian en mastocitos y adquieren sus granulos
citoplasmicos caracteristicos. Estas células tienen una vida media de meses, y en
ocasiones experimentan division celular. Los mastocitos se encuentran localizados en el
tejido conectivo, sitio en el que se concentran a lo largo de los vasos sanguineos
pequefios. Los mastocitos poseen receptores Fc en su superficie celular para la
inmunoglobulina E (IgE). Funcionan en el sistema inmunologico, iniciando la reaccion
inflamatoria conocida como reacciéon de hipersensibilidad inmediata (reaccién
anafilactica). Esta reaccion la inducen a menudo proteinas extrafias (antigenos) como
veneno de abeja, pdlenes y ciertos farmacos (11).

Monocitos.

Los monocitos al salir al tejido conectivo se diferencian en macréfagos.

Se desarrollan en la médula 6sea y se liberan en la sangre, donde representan alrededor
del 5% de los leucocitos. Junto con los macrofagos fijos representan los “fagocitos
profesionales”. Después de alrededor de 24 h de permanecer en el torrente sanguineo,
los monocitos lo abandonan atravesando el endotelio de los capilares o las vénulas
poscapilares hacia el tejido conectivo, donde se diferencian rapidamente a macrofagos.
Por lo tanto, en condiciones normales se encuentran en escaso numero en el tejido
conectivo, donde se visualizan como células esféricas ¢ irregulares con un didmetro de
12 a 15 um, con nucleo en forma de haba o de herradura y excéntrico. El citoplasma
contiene granulos que son lisosomas primarios (11). Son los mas grandes de las células
sanguineas circulantes (11). Son redondeados y tienen mayor cantidad de citoplasma que
los linfocitos. EIl complejo de Golgi y los centriolos se sitian en la escotadura del

nucleo (25).



Los monocitos se quedan en circulaciéon solo unos cuantos dias, emigran y se
diferencian en macrofagos, su funcion es la fagocitosis y presentacion de antigenos (11).
Macrofagos.

Algunos se comportan como células fijas y otros como células moviles.

Como los macrofagos son fagocitos activos, funcionan en la remocion de los detritus
celulares y en la proteccion del cuerpo contra invasores extrafos.

Los macrofagos miden de 10 a 30 pm de didmetro y son células de forma irregular. Su
citoplasma es basofilo y contiene muchas vacuolas y granulos densos pequeios.

El nucleo excéntrico es mas pequefio y de color mas oscuro que el de los fibroblastos
y no suele poner de manifiesto nucléolos. El nucleo del macrofago es distintivo en
cierto grado, por que tiene forma ovoide y suele estar indentado en un lado, de modo
que parece un rindén. Los estudios de microscopia electronica demuestran aparato de
Golgi bien desarrollado reticulo endopldsmico liso prominente y abundancia de
lisosomas, que se manifiestan como pequefios granulos densos en las micrografias de
luz (11).

Funcion de los macréfagos.

Los macrofagos fagocitan células ancianas, lesionadas, muertas y detritus celulares,
digieren el material ingerido por accion de las enzimas hidroliticas que se encuentran en
sus lisosomas. Los macréfagos ayudan también a las defensas del cuerpo al fagocitar y
destruir microorganismos. Mediante la reaccion inmunoldgica, los factores descargados
por los linfocitos activan a los macréfagos e incrementan su actividad fagocitica. Los
macroéfagos activados varian considerablemente de forma, poseen microvellosidades y
lamelipodios, y ponen de manifiesto locomocion incrementada en comparacién con los
macréfagos inactivados. Los macrofagos desempeinian también una funcién clave en la
presentacion de los antigenos a los linfocitos (11).

Algunos macréfagos recibieron denominaciones especiales como:

Células Kupfter del higado.

C¢lulas dendriticas de la piel (Langerhans).

Macrofagos alveolares en los pulmones (Neumocitos I1I)

Microglia en sistema nervioso central (12).

Los monocitos sanguineos, y los macrofagos del tejido conectivo, bazo, nodo linfaticos,
timo y médula 6sea son miembros del sistema fagocitico mononuclear, y poseen

morfologia y funciones semejantes (11).



Por afiadidura los osteoclastos y la microglia, aunque diferentes desde el punto de vista
morfolégico y de localizacion, pertenecen también al sistema fagocitico mononuclear.
Bajo condiciones de inflamacion crénica los macrofagos se congregan, aumentan
mucho de tamafio y se vuelven células epiteloides de forma poligonal. Cuando el
material en particulas que se va a eliminar es demasiado, pueden fusionarse varios o
muchos macrofagos para formar una célula gigante de cuerpo extrafio que es un
macrofago gigante multinucleado (11).

Células transitorias del tejido conectivo.

Todas las células transitorias del tejido conectivo se derivan de células precursoras de la
medula 6sea.

Células plasmaticas: Se localizan diseminadas por todo el tejido conectivo y mas
abundantes en zonas de inflamacion cronica y sitios en el los que ha entrado en el tejido
sustancias extrafias 0 microorganismos.

Estas son células diferenciadas, se derivan de los linfocitos B. Producen y secretan
anticuerpos, estas células son grandes, ovoides, de 20um de diametro, nicleo en
posicion excéntrica y una vida relativamente breve, de dos a tres semanas. Su
citoplasma es intensamente basofilo como resultado de un reticulo endopldsmico rugoso
bien desarrollado. Solo se encuentran unas cuantas mitocondrias diseminadas entre los
perfiles del reticulo endoplasmico rugoso. Las micrografias electronicas manifiestan un
gran complejo yuxtanuclear de Golgi y un par de centriolos.

El ntcleo esférico posee heterocromatina que se proyecta a manera de rayos desde el
centro. Y da el aspecto caracteristico de “caratula de reloj”, “rueda de carreta” bajo el
microscopio de luz (11).

Leucocitos.

Son globulos blancos que circulan en la sangre. Sin embargo a menudo emigran a través
de las paredes de los capilares para entrar en el tejido conectivo, sitio en el que efectiian
diversas funciones, en especial durante la inflamacion (11).

Neutrofilos.

Fagocitan y vigilan a las bacterias en zonas de inflamacion aguda donde se forma pus,
que es una acumulacion de neutrofilos muertos y detritus (9).

Se visualizan como células grandes de 10-15 pm con un nticleo dividido en 16bulos (3 a
5 lobulos, unidos de alli la denominacion de granulocitos “polimorfonucleares”.

El citoplasma contiene numerosos granulos, en parte granulos primarios grandes

azurofilos y en parte pequefios granulos secundarios o especificos. Son especialmente



efectivos en la fagocitosis de bacterias y su funcion mas importante es la defensa contra
las infecciones bacterianas. (12).

En condiciones normales, los polimorfonucleares o neutrofilos deben tener una
supervivencia dentro del sistema circulatorio de unos cinco dias aproximadamente (15).
Eosindfilos.

Son mucho menos numerosos que los neutrofilos llegando apenas al 2-3% del total de
leucocitos. Su nucleo, en general es bilobulado. Miden de 10 a 14 um. La principal
caracteristica para su identificacion es la presencia de granulaciones ovoides de
apetencia acidofila. Los granulos especificos de los eosinofilos son lisosimas. El
citoplasma del eosindfilo estd ocupado casi enteramente por los granulos especificos.
Estas células fagocitan y eliminan complejos antigeno anticuerpo que aparecen en casos
de alergia. Los eosin6filos, mediante la proteina basica, participan en la defensa contra
parasitos (19). Los eosindfilos se unen mediante receptores al parasito y lo eliminan
mediante la secrecion del contenido de sus granulos. De ahi que el niimero de
eosinofilos se incremente notablemente en las infecciones parasitarias. También
intervienen en fendmenos anafilacticos: los basofilos y las células cebadas liberan
factores quimiotacticos que atraen a los eosinofilos, y estos contrarrestan los efectos
inflamatorios debidos a la histamina mediante la secrecion de histaminasa (25).
Basofilos:

Miden de 10 a 12 um. Posee granulos con un diametro de 600 nm de apetencia basofila.
Intervienen en reacciones de anafilaxia en relacion con las IgE. También colaboran con
los neutrofilos. Internalizan complejos antigeno-anticuerpo en procesos de enlaces
cruzados, lo que aumenta la concentracion intracelular de calcio induciendo la
liberacion del contenido de los granulos. El ntcleo es voluminoso con forma tortuosa e
irregular, generalmente con aspecto de letra S o bilobulado. (19).

Los basofilos solo pasan a los tejidos cuando son reclutados en algunos procesos

inflamatorios (25).

Linfocitos.



Constituyen del 20 al 25% de la poblacion y son células esféricas, pero pueden ser
pleomorficas al emigrar por tejido conectivo. Aparecen en nimeros pequeios en la
mayor parte del tejido conectivo en sitios de inflamacion cronica.

Los linfocitos circulantes miden de 8 a 10 um de didmetro, presentan un nucleo denso
con gran cantidad de heterocromatina. Se clasifican en tres categorias funcionales:

a) Linfocitos B (células B).- Vida de meses.

b) Linfocitos T (células T).- Vida de afios.

¢) Células nulas.- Estan compuestas por dos poblaciones definidas; células madres
circulantes que originan todos los elementos figurados de la sangre y células NK
(Células asesinas naturales) estas células matan a ciertas células extrafias (11).

Linfocitos B. Presentan inmunoglobulinas en la superficie, cuando es activado por un
antigeno especifico, prolifera por mitosis y se diferencia en plasmocitos que secretan
gran cantidad de anticuerpos, algunas de las células activadas originan los linfocitos B
de la memoria inmunolodgica.

Linfocitos T. Su superficie contiene receptores T, que no son inmunoglobulinas, esta
especializado en reconocer antigenos unidos a la superficie de otras células: hay cuatro
variedades principales: T citotoxico, T cooperador (helper), T supresor y T de la
memoria inmunoldgica.

Linfocito T citotoxico. Destruye células trasplantadas, células cancerosas y células
invadidas por virus, secreta proteinas que abren poros en las membranas, a través de las
cuales pasa el contenido citoplasmatico. Son c€lulas productoras de citocinas por lo que
las citocinas intervienes en las reacciones inflamatorias e inmunes.

Linfocito T cooperador (helper). Secreta factores que estimulan los linfocitos B y T en
sus respuestas a los antigenos.

Linfocito T supresor. Disminuye la respuesta a los antigenos extrafios y desempefia un
papel fundamental en la supresion de la respuesta del propio individuo (19).
Clasificacion del tejido conectivo.

Tejido conectivo embrionario: Consiste tanto en el tejido mesenquimatoso como en el
tejido mucoso. El tejido conectivo mesenquimatoso se encuentra sélo en el embrion y
esta constituido por células en una sustancia fundamental amorfa de tipo gel que
contiene fibras reticulares diseminadas. Las células mesenquimatosas poseen un
nucleo oval que manifiesta una red fina de cromatina y nucléolos prominentes.

El citoplasma escaso y de tinciéon palida extiende pequeiias prolongaciones

protoplasmaticas en diversas direcciones.



El tejido mucoso es un tejido conectivo amorfo laxo que manifiesta una matriz de tipo
gelatinoso, compuesta primordialmente por acido hialurénico y que esta poblado de
manera escasa por fibras de colagena de los tipos I y III y fibroblastos. Este tejido,
conocido también como jalea de Wharton, se encuentra solo en el cordon umbilical y
en el tejido conectivo subdérmico del embrion.

Tejido conectivo coligeno laxo (areolar): Se conoce como tejido conectivo areolar, se
encuentra por debajo de las tinicas mesoteliales de las cavidades corporales. Se
caracteriza por abundante sustancia y liquido tisular (liquido extracelular), que
albergan a las células fijas del tejido conectivo: fibroblastos, células adiposas,
macro6fagos y mastocitos lo mismo que algunas células indiferenciadas.

También diseminadas por la sustancia fundamental se encuentran fibras laxamente
entretejidas de colagena, reticulares y elasticas.

Tejido conectivo colageno compacto: Contiene la mayor parte de los mismos
componentes que se encuentran en el tejido conectivo laxo, salvo que hay mas fibras y
menos sustancia amorfa y células.

La orientacion y las distribuciones de los haces de fibras de colagena de este tejido lo
vuelven resistente a la tension. Cuando los haces de fibras del colagena estan
distribuidas al azar el tejido se denomina tejido conectivo colageno compacto
irregular. Cuando los haces de fibras estan distribuidos en paralelo o de manera
organizada se denomina tejido conectivo coligeno compacto regular.

Tejido conectivo colageno compacto regular.

Contiene de manera principal fibras de colagena burdas entretejidas en una red que
resiste tension desde todas las direcciones. El tejido conectivo denso distribuido
irregularmente, constituye dermis, vainas de los nervios y capsula de bazo, testiculo,
ovario, rifion y nodos linfaticos.

Tejido conectivo elastico.

Posee fibras elasticas burdas ramificadas con solo unas cuantas fibras de coldgena que
forman redes. Se encuentran diseminados fibroblastos por todos los espacios
intersticiales.

Las fibras elasticas estan distribuidas en paralelo entre si y forman laminas delgadas o
membranas fenestradas. Estas tltimas se encuentran en los grandes vasos sanguineos, el
ligamento blanco de la columna vertebral y el ligamento suspensorio del pene.

Tejido conectivo reticular.



La colagena tipo III es el componente principal de las fibras del tejido conectivo
reticulares. Son los fibroblastos los que sintetizan a la colagena del tipo III. El tejido
conectivo reticular forma el estroma fino, tejido adiposo, médula 6sea, nodos linfaticos,

bazo, musculo liso e islotes de Langerhans.



2.- PRINCIPIOS ACTIVOS UTILIZADOS EN MEDICINA VETERINARIA
PARA LA CICATRIZACION.

Aluminio micronizado: El aluminio micronizado es un coadyuvante en el proceso de
cicatrizacion de heridas externas. Posee propiedades astringentes, es decir, favorece la
precipitacion de las proteinas lo que explica su beneficiosa accion sobre la cicatrizacion.

Por este efecto astringente se le atribuye ademas cierta actividad antimicrobiana.

Acido tanico anhidro: El acido tdnico también denominado tanino o acido galotanico, se
obtiene a partir de ciertas nueces del roble (género Quercus). En medicina, ademas de
emplearse como astringente (sustancia que cambia la composicidon quimica, estimulando
la precipitacion de proteinas, modificando la permeabilidad celular y respetando la
integridad de las células reduce constriccion y sequedad) y cicatrizante, es comun
encontrarlo en la formulacion de medicamentos para tratar quemaduras. También tiene

efecto antidiarreico.



3.-QUITOSAN.

La quitina es un polisacarido protéico, insoluble que constituye el exoesqueleto de los
Artrépodos (crustaceos, algunos moluscos e insectos) y las paredes de las células de
muchos hongos y algas. La quitina es el segundo biopolimero mas abundante después
de la celulosa. La estructura quimica de la quitina es similar a la celulosa (10).

La quitina es la version animal de la celulosa, esta es al crustaceo como la celulosa es a
los arboles. Forma un material de construccion fuerte, flexible, particularmente cuando
esta combinado con proteinas, otras biomoléculas y algunos materiales inorganicos tales
como el carbonato de calcio (9).

El quitosan es generalmente obtenido por las desacetilacion de la quitina natural. Es un
producto natural no toxico y biodegradable. Este puede ser obtenido de desechos de
mariscos y su composicion primaria es glucosamida, 2-amino-2desoxi-D-glucosa (14).
Cuando el grado de desacetilacion de la quitina excede del 50% llega a ser soluble en
soluciones acidas acuosas y es llamada quitosan. Este es un copolimero que contiene
uniones  2-acetamida-2desoxi-B-glucopiranosa y  residuos de = 2-amino-2-

desoxiglucopiranosa al azar (5,6).
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Figural. Esquema de la quitina y del quitosan. (Estructura del quitosan que muestra al
grupo amino formado por la desacetilacion quimica o enzimatica de la quitina)(28).

Las propiedades fisicoquimicas de la solucion de quitosan tedricamente se rigen por
factores, tales como el peso molecular, la temperatura, PH, fuerza i6nica y grado de
desacetilacion. Dado que el quitosan es un producto natural no téxico y biodegradable
ademas de ser soluble en agua a pH 4cido, tiene numerosas aplicaciones en la industria
farmacéutica y biotecnologica (5, 34, 9).

Las moléculas de quitosan actian como quelantes de varios metales pesados. Esta
habilidad de formar complejos con metales y radioisotopos, lo hacen candidato ideal

para el tratamiento de aguas residuales (32) (33).



3.1.-APLICACIONES.
El quitosan se usa en la recuperacion de proteinas de desechos acuosos de procesos de
la industria de alimentos (30, 34).
Las proteinas han sido recuperadas en columnas de intercambio i6nico altamente
porosas hechas de quitosan (30).
El quitosan fue probado para precipitar metales pesados radioactivos presentes en leche
después del accidente de Chernobil (30).
También los estudios conducen al uso del quitosan para recuperar proteinas en la
produccion de queso (30).
Formacion de peliculas biodegradables, reestablecimiento de material de desperdicio al
procesar desechos de alimentos, purificacion de agua asi como clarificacion y de
acidificacion de jugo de frutas (17).
Recientemente ha generado mucha atencién el uso del quitosan en las aplicaciones
veterinarias como agente curativo de heridas, agente antimicrobiano, material de

vendaje, como injerto de piel, como agente hemostatico (18).

En los modelos experimentales con animales, se mostraron los efectos de quitina y
quitosan para inducir la reparacion en todas las fases de la herida (24). El quitosan en la
fase inflamatoria tiene propiedades tnicas hemostaticas que son independientes de la
cascada de coagulacion en forma normal (27). En los polimeros in vivo puede también
actuar reciprocamente y puede modular la conducta de migracion de neutréfilos y de
macrofagos modificados, los procesos de la reparacion subsecuentes como la fibroplasia
y reepitelizacion (20, 8).

In vitro los efectos de la quitina y quitosan sobre los fibroblastos tienen que ser
estudiados, pero en estudios in vivo, ambas estimulaciones (6), y acciones inhibidoras
(22).

La estructura quimica del quitosan es similar a la del acido hialurdénico y por tanto se
sugirid6 que actuaria como un agente curativo en las heridas (18). Se han investigado
mecanismos de aceleracion de la cicatrizacion in vitro e in vivo por varios grupos (26,35).
Desde 1985, Minami y su grupo han usado quitina y quitosan en varios productos para
uso veterinario y han informado sus efectos benéficos en la curacidon de heridas y sus
actividades biologicas (35).

Ellos encontraron en estos polimetros y sus derivados productos para acelerar la

curacion de heridas, la disminucion en la frecuencia de tratamiento, y la proteccion de



superficie de la herida cémoda y sin dolor. Ademas de la aceleracion de la
cicatrizacion, y curacion de la herida, el quitosédn es también capaz de activar a las
defensas del organismo para prevenir la infeccion, ofreciendo una alternativa ademas
del uso de los antibioticos.

El quitosan refuerza las funciones de células inflamatorias de los leucocitos,
polimorfonucleares (PMN), produccion de osteopontin y leucotrieno B4, en los
macrofagos (la fagocitosis, produccion de interleucinal (IL-1), el factor de crecimiento
transformante Bl y el factor de crecimiento derivado de plaquetas). El quitosan
promueve granulacion y organizacion celular. Como resultado, es beneficioso para
sanar heridas abiertas grandes en los animales (14). Uno de los efectos més interesantes
de la quitina y el quitosan en la curacion de las heridas, es la formacion de tejido de
granulacion con la angiogénesis. La quitina y el quitosan inducen al fibroblasto para
liberar interleucina 8 el cual involucra la migracion y proliferacion de fibroblastos y
células endoteliales (22, 2).

Existen muchos estudios llevados a cabo por diferentes grupos, que muestran que la
quitina y el quitosan aceleraron la cicatrizacion de las heridas en los casos veterinarios
clinicos y ya se han comercializado muchos productos que contienen quitina y quitosan
para el tratamiento de heridas. Se ha usado a la quitina y el quitosan como los
filamentos, polvos, granulos, esponjas 0 como un compuesto con algodén o poliéster.

Se demostraron los efectos de quitina y quitosan en la curacion de heridas en animales
pequefios (perros y gatos), ganado (vacas) y animales de zoologico que usan los
productos como el Chitipack C, que se comercializa en Japon (28). Comparado con la
terapia convencional y administracion del antibidtico a una herida, los nuevos
tratamientos con los productos de quitina y quitosan permitieron una disminucion

sustancial en la frecuencia del tratamiento con la formacidn de cicatriz minima.



4.- OBJETIVOS.

piel.

Objetivo General:
Evaluar el efecto del quitosan como
acelerador en la cicatrizacion de

Objetivo particular 1.

Comparar  macroscOpicamente  la
evolucion de la cicatrizacion en la
incision quirdrgica infraumbilical en
perras tratadas con quitosdn y no
tratadas a través de seguimiento
fotografico.

Objetivo particular 2.

Comparar  microscopicamente  la
evolucion de la cicatrizacion en la
incision quirdrgica infraumbilical en
perras tratadas con quitosdn y sin
quitosan a través de evaluaciones
histologicas.

Figura 2.




5.- METOLOGIA.

Actividad 1, Actividad 6,
Clasificacidn de perras, FPreparacidn de las biopsias,
| |
Actividad 2. . U
Adaptacién ¥ preparacién de peras para Preparacion de las muestras en infiltracidn de
cirugia. parafina
Actividad 3. Actividad £.
Gi:rlgius Corte v t.in-:iﬁnl de muestras
| |
Actividad 4, Actividad 9.
Toma de fotografias. Observacidn, medicidn y lectura de laminillas y
toma de fotografias
Actividad 5.
Toma de biopsias. . —
] Resultados v Discusidn
Conclusiones.

Figura 3.



6.-MATERIALES.
Obtencion de perras a tratar.
Se obtuvieron 10 perras, de raza mestiza entre 2 y 4 afios de edad con el apoyo de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan y del departamento de Ciencias Biologicas
traidas del antirrabico de Cuautitlan Izcalli.
Se usaron las instalaciones de la Facultad para alojar y adaptar los animales para su
manejo, asi como laboratorios para realizar las cirugias.
Clasificacion de los animales.
Las perras se separaron en 2 lotes, 7 perras experimentales y 3 perras control.
Tratamiento y adaptacion de los animales.
Antes de introducir los animales, las perreras de la unidad de apoyo técnico al
laboratorio de anatomia, se lavaron con detergente y se desinfectaron con cloro, se puso
un foco por cada perrera para la administracion de luz. A cada perra se le proporciond

una jaula, un comedero y un bebedero.

Las perras se bafaron con jabon antipulgas, se pesaron, se desparasitaron con

ivermectina 0.1 mg, prazicuantel 50mg y albendazol 300mg, una sola dosis a razén de 1

tableta por cada 10 kg con una Taproximada de una tableta por perra, y se dejaron
una semana para adaptarse al medio y ala alimentacion, proporcionandoles alimento 1
vez al dia 'z kilogramo por perra, alimento marca Comercial Mexicana y dandoles dos
veces al dia agua y lavando las jaulas diariamente durante todo el experimento.
Cirugias.

Se programaron las cirugias, se hicieron cada tercer dia a cada perra, obteniendo 5
biopsias por cada animal después de la cirugia al dia 2, 4, 6, 8, 10, de la cicatrizacion.
El procedimiento de la cirugia fue el siguiente:

Se tranquilizd a los animales con acepromacina base en forma de (maleato de
acepromacina) (calmivet) usando una dosis de 0.2 mg/kg de peso por via intramuscular,
dejando actuar el medicamento por 10 6 15 minutos, en seguida se rasurd la zona
abdominal para realizar la cirugia, se lav la zona con jabdn quirtrgico y se secd con
toallas desechables; se realizo una medicion de 12 cm. sobre el abdomen donde se

practicaria la incision.



En seguida se realiz6 la antisepsia de la zona de incisidon con torundas de benzal al 10%,
después se anestesio la region donde fue realizada la medicion, con anestesia local, que
contiene clorhidrato de procaina, clorhidrato de epinefrina y clorobutanol (Adrecaine)
aplicando 1 ml/cm? por via subcutanea, donde se realiz6 la incision, se colocd un campo
estéril sobre la zona de incision, se hace la incision de 12cm por que se efectuaron 5
biopsias de 2cm con bisturi, s6lo incidiendo piel y tejido subcutaneo sin involucrar la
linea alba, se sutur6 con puntos separados la zona de incision con nylon de calibre 2-0.
A cada perra experimental se le aplico 1ml de quitosan en solucidon en gel cubriendo
toda la incision

dejandose secar y finalmente se colocd una gasa estéril y una venda estéril en la zona
de la incision.

A las perras control no se les aplico nada, solo se coloco una gasa estéril y una venda
estéril en la zona de la cirugia.

A todos los animales se les coloco un collar isabelino para evitar el lamido o lesion de la
zona de incision.

Al dia siguiente, a las perras experimentales se les realizd una curacion con solucion
salina fisiologica, se secd la zona de incision y se les aplicd 1 ml de quitosan por cada
perra colocandoles gasas y vendas nuevas, estériles. A las perras control se les realizd
la curacion solo con solucién salina fisioldgica, se secod la zona se les colocod gasa y

venda nueva estéril. (Ver figura No. 4.)



Dia.

Cuadrante de
biopsia 2 cm
X 2 cm.

Zona de incision.
Para toma de
biopsia cada dos
dias.

Division de

j_ incision de 2

cm.

Figura 4. (Modificada) (1).



6.1.-TOMA DE BIOPSIA.

Al segundo dia se tranquilizé a los animales con maleato de acepromacina (calmivet)
usando una dosis de 0.5ml por cada 10 kg dejando actuar el medicamento por 10 6 15
minutos.

Se realiz6 una medicion de 2 cm. en la zona donde se tomo cada biopsia.

Se desinfectaron las zonas laterales de la incision con cloruro de benzalconio al 2 %.

Se aplico anestesia local con lidocaina y epinefrina (adrecaine) aplicando 1ml por lado
en los 2cm de la incision ya previamente medidos.

Se corto6 la zona con bisturi y se tomo la biopsia con pinzas de diseccion con dientes.

La biopsia se depositd en un frasco con formol boferado al 10 %, y se etiquetd cada
muestra por dia y por perra.

Se volvio a suturar la zona donde se obtuvo la biopsia con nylon de 2-0.

Se le aplicdé Iml de quitosan en la zona de incision, se dejo secar, y se coloco
nuevamente una gasa y venda estéril en la zona de incision.

El mismo procedimiento se realizo los dias 2, 4, 6, 8,10 posterior a la cirugia.

Durante todo el experimento se lavaron diario las jaulas y se dio de comer y beber a los
animales.

Al final del experimento se dieron en adopcidn a las perras.

Toma de fotografias.

Durante todo el experimento se tomaron fotografias con cadmara digital marca polaroid

de 8 mega pixeles en posicion ventral.
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6.2.-PREPARACION DE LAS MUESTRAS EN BLOQUES DE PARAFINA.
Método de inclusion en parafina.
La preparacion de las biopsias en bloques de parafina se realizé en el laboratorio de
apoyo a histologia 1-711.
Fijacion.
Inmediatamente después de la extraccion de las biopsias se lavaron con solucion salina
fisioldgica y se introdujeron cada una en 50 ml de formol amortiguado con solucion
amortiguadora de fosfato (PBS) al 10 %, durante 24 horas, Pasadas las 24 h de fijacion,
se enjuagd con agua corriente y se introdujo en alcohol al 70 % hasta su proximo
procedimiento (4).
Infiltracion en parafina.
Alcohol etilico (R-OH) al 70%. (2 minutos).
R-OH al 80%.
R-OH al 90%.
R-OH al 96% (dos veces).
R-OH 100 (tres veces).
Las muestras se procesaron mediante el método de inclusion en parafina apoyado por
Deshidratacion por microondas, las piezas se calientan en el microondas desde
temperatura media hasta alcanzar los 55 °C, para ser trabajadas se colocan en un vaso
de precipitado o matraz con una relacion 1:10 volumen-alcohol al 70°, El horno se
activa para cada cambio, a potencia media, durante 60 segundos y sin que ebulla. Se
permite reposar 15 minutos antes del siguiente cambio, se coloca en el siguiente
alcohol.
Monodmero de estireno 1 hora (dos veces) y 1 hora entre cada cambio.
Y parafina pura (dos veces) y 1 hora entre cada cambio (13).
Inclusion en parafina.
Terminada la deshidratacion de los cortes se introducen en contenedores clibicos y se
incluyen en parafina liquida a 60 °C y se dejaron por dos horas a temperatura ambiente
a que se enfriaran previo al corte los bloques se someten a refrigeracion por 24 h, para

que se facilite la obtencion de cortes finos, (pelicula muy delgada), de la piel (4, 13).



Corte.

Cada bloque de parafina se coloca en el micrétomo rotatorio marca leica el cual es
calibrado para obtener un corte de grosor de 5 micrometros.

Para realizar el montaje cada corte se introduce en un bafio de flotacion de tejidos
constituido en agua destilada a 45 ° C , mas grenetina al .5%, para facilitar la adhesion
del tejido sobre el portaobjetos. El tejido en la laminilla se secd, calentandola sobre una
platina térmica a 50°C, durante un promedio de 15 minutos, para fundir en su totalidad

la parafina y con ello garantizar una buena adhesion del tejido al portaobjetos.



6.3.-TINCION.
La tincion de las laminillas se realizo en el laboratorio de apoyo a Histologia 1-711.
La coloraciéon de las muestras se efectué en el tren de tincion de la técnica de
Hematoxilina-Eosina (H-E) de la siguiente manera.
Principio.
Coloracion de H-E es una coloracion bicromica que usa hematoxilina como colorante
basico, para las estructuras acidas y una eosina como colorante acido para las
estructuras basicas.
Procedimiento.
Desparafinar.
Xileno (dos veces).
Alcohol absoluto 6 de 100 ° (dos veces).
Alcohol de 96° (dos veces).
Alcohol de 80° (una vez).
Alcohol de 70° (una vez).
Enjuagar con agua destilada.
Tefiir con hematoxilina de Harris 3 minutos
Lavar con agua corriente, 15 minutos
Diferenciar en alcohol 4cido o/y carbonato de litio, 5 minutos
Lavar en agua corriente, hasta que vire a color azul
Enjuagar con agua destilada
Tefiir con eosina alcohoélica, 1 minuto
Deshidratar en etanol al 96 %, dos veces por:
Deshidratar en etanol absoluto, en dos pasos, 5 minutos cada uno,
Aclarar con xileno, en dos pasos, 5 minutos c/u.
Cubrir con medio de montaje sintético.
Resultados.
Nucleos: negro — azul.

Citoplasma: rosa — naranja. (4, 21).



6.4.- OBSEVACION, MEDICION Y LECTURA DE LAMINILLAS.
Se realiz6 la observacion, medicion y lectura de laminillas en la FES Cuautitlan campo
4 en el inter del laboratorio 1-713 L714 de Citologia Histologia y Embriologia
Observacion.
Se utilizo un microscopio Optico de la marca American optical tetra ocular.
Lectura de laminillas.
Se utilizo el objetivo 4 X para una observacion panoramica y localizar la zona de
incision, con el objetivo 40X se detalld y observo la zona de incision, en el objetivo de
100X se aplico una gota de aceite de inmersion a la laminilla para monitorear la
evolucion de la reparacion y observar el tipo de células que se encontraban en la zona.
Se tomaron fotos con un microscopio binocular marca “leica” equipado con cdmara
digital marca Watec, con el software intervideo win dvr 2000 MR.
Medicion.
Se realiz6 con el microscopio Optico marca american optical tetra ocular donde se
colocd un objetivo reticulado con escala de medicion de 200 nandémetros para la
medicion de bordes, profundidad, asi como tamafio, localizacion de costra y coagulo,
utilizando el objetivo 40X.
El andlisis de la informacion se realizd mediante un modelo lineal que incluy6 los
efectos fijos del tratamiento (con y sin quitosdn) y el tiempo. Para comparar los
promedios de distancia entre bordes y profundidad de la incisidon, entre los grupos se
utiliz6 la prueba t-student. Los andlisis se realizaron con sistema de analisis estadistico
(SAS). Para el analisis de celularidad se realizo con un sistema de analisis mediante una

media aritmética.



6.5.- OBTENCION DE HISTORIA CLINICA.

Se obtuvieron las 10 perras propuestas en la metodologia, no fue posible realizar

estudios de laboratorio para saber el estado de salud de nuestros paciente debido al

costo esta es la historia clinica que fue posible rescatar.

Animal control.

HISTORIA CLINICA DE PERRA 1.
Fecha: 20/08/06.

Especie animal: Canino.

Raza: Caniche.

Sexo: Hembra

Edad.3afios.

Peso: 12 Kilos.

Procedencia: Antirrabico de Cuautitlan
Izcalli.

Localidad: Municipio de Cuautitlan
Izcalli.

Inspeccion general: Desnutricion.

Animal control.

HISTORIA CLINICA DE PERRA 2.
Fecha: 20/08/06.

Especie animal: Canino.

Raza: Caniche.

Sexo: Hembra.

Edad.3afios.

Peso: 15 Kilos.

Procedencia: Antirrabico de Cuautitlan
Izcalli.

Localidad: Municipio de Cuautitlan
Izcalli.

Inspeccion general: Desnutricion.

”



Animal control.

HISTORIA CLINICA 3.

Fecha: 20/08/06.

Especie animal: Canino.

Raza: Caniche.
Sexo: Hembra.
Edad.2 afios.

Peso: 10 Kilos.

Procedencia: Antirrabico de Cuautitlan

Izcalli.

Localidad: Municipio de Cuautitlan

Izcalli.

Inspeccion general: Desnutricion.

Animal control.

HISTORIA CLINICA 4.
Fecha: 20/08/06.
Especie animal: Canino.
Raza: Caniche.

Sexo: Hembra.
Edad.3afos.

Peso: 11Kilos.

Procedencia: Antirrabico de Cuautitlan

Izcalli.

Localidad: Municipio de Cuautitlan

Izcalli.

Inspeccion general: Desnutricion.




Animal control.

HISTORIA CLINICA 5.

Fecha: 20/08/06.

Especie animal: Canino.

Raza: Mestizo.
Sexo: Hembra.
Edad.4afos.

Peso: 20 Kilos.

Procedencia: Antirrabico de Cuautitlan

Izcalli.

Localidad: Municipio de Cuautitlan

Izcalli.

Inspeccion general: Desnutricion.

Animal control.

HISTORIA CLINICA 6.
Fecha: 20/08/06.
Especie animal: Canino.
Raza: Mestizo.

Sexo: Hembra.
Edad.4afos.

Peso: 8 Kilos.

Procedencia: Antirrabico de Cuautitlan

Izcalli.

Localidad: Municipio de Cuautitlan

Izcalli.

Inspeccion general: Desnutricion.




Animal control.

HISTORIA CLINICA 7.

Fecha: 20/08/06.
Especie animal: Canino.
Raza: Mestizo.

Sexo: Hembra.
Edad.3afos.

Peso: 20 Kilos.

Procedencia: Antirrabico de Cuautitlan

Izcalli.

Localidad: Municipio de Cuautitlan

Izcalli.

Inspeccion general: Desnutricion.

e

Animal testigo.

HISTORIA CLINICA 8.
Fecha: 20/08/06.
Especie animal: Canino.
Raza: Bull terrier.

Sexo: Hembra.
Edad.3afos.

Peso: 27 Kilos.

Procedencia: Antirrabico de Cuautitlan

Izcalli.

Localidad: Municipio de Cuautitlan

Izcalli.

Inspeccion general: Desnutricion.




Animal testigo.

HISTORIA CLINICA 9.
Fecha: 20/08/06.
Especie animal: Canino.
Raza: Cocker spaniel.
Sexo: Hembra.
Edad.2afos.

Peso: 15 Kilos.

Procedencia: Antirrabico de Cuautitlan

Izcalli.

Localidad: Municipio de Cuautitlan

Izcalli.

Inspeccion general: Desnutricion.

Animal testigo.

HISTORIA CLINICA 10.
Fecha: 20/08/06.

Especie animal: Canino.
Raza: Caniche.

Sexo: Hembra.
Edad.3afos.

Peso: 10 Kilos.

Procedencia: Antirrabico de Cuautitlan

Izcalli.

Localidad: Municipio de Cuautitlan

Izcalli.

Inspeccion general: Desnutricion.




7.- RESULTADOS.

7.1. COMPARACION MACROSCOPICA DE LA EVOLUCION DE LA
CICATRIZACION.

En las siguientes fotos se muestra la comparacion macroscopicamente la evolucion de

la cicatrizacion de las perras tratadas y no tratadas con quitosan.

Perras tratadas Perras no tratadas.

Foto 1. Perra (3) tratada con quitosan. Foto 2. Perra (8) tratada no tratada.

En el dia 4 de la cicatrizacion. En el dia 4 de la cicatrizacion.

Foto 3. Perra (3) tratada con quitosan. Foto 4. Perra (8) no tratada.

En el dia 6 de la cicatrizacion. En el dia 6 de la cicatrizacion.



Foto 5. Perra (7) tratada con quitosan Foto 6. Perra (9) no tratada

En el dia 8 de la cicatrizacion. En el dia 8 de la cicatrizacion.

En las fotos se puede ver que las incisiones de las perras tratadas con quitosan presentan
una menor inflamacién en comparacion a las perras no tratadas.

En las perras no tratadas se presento infeccion contrario de las perras tratadas con
quitosan que no presentaron infeccion.

En las perras sin tratamiento no se les aplico ningun tipo de antibidtico, ni

desinflamatorio debido a que nos podria afectar en nuestros resultados



Figura 4. Evolucion de la cicatrizacion a través de la lectura de la distancia entre bordes

y de la profundidad de la incision.

No de perra. Dia dela Distancia entre Profundidad de la
cicatrizacion. bordes de la incision
incision
1 2 560 micrometros 1880 micrometros
2 2 no incluida No incluida
3 2 90 micrometros 0
4 2 50 micrometros 460 micrometros
5 2 60 micrometros 0
6 2 260 micrémetros 720 micrometros
7 2 600 micrometros no incluida
8 2 0 0
9 2 320 micrometros 1555 micréometros
10 2 320 micrometros no incluida
1 4 0 0
2 4 60 micrometros 200 micrometros
3 4 240 micrémetros 100 micréometros
4 4 620 micrometros No incluida
5 4 0 0
6 4 0 0
7 4 0 0
8 4 0 0
9 4 no incluida no incluida
10 4 900 micrometros no incluida
1 6 0 0
2 6 0 0
3 6 0 0
4 6 120 micrometros 0
5 6 0 0
6 6 0 0
7 6 0 0
8 6 480 micrémetros 1800 micrometros
9 6 740 micrometros no incluida
10 6 no incluida no incluida
1 8 0 0
2 8 0 0
3 8 0 0
4 8 160 micrometros 0
5 8 0 0
6 8 0 0
7 8 0 0
8 8 175 micrometros no incluida
9 8 0 0
10 8 5 micrémetros 180 micrometros
1 10 0 0
2 10 0 0




3 10 0 0
4 10 0 0
5 10 0 0
6 10 5 micrémetros 40 micrémetros
7 10 0 0
8 10 60 micrometros 440 micrometros
9 10 2400 micrometros 0
10 10 0 0

* No incluida. El corte no se realiz6é adecuadamente, o la herida estaba abierta y no se
Podian tomar estos datos.




7.2.-RESULTADOS DE CELULARIDAD.

La toma de biopsias se llevd a cabo de acuerdo a la metodologia descrita y en los
siguientes cuadros se muestran los resultados obtenidos en cuanto a tipo de células que

se observaron durante la evolucion de la cicatrizacion.
Fibroblastos.
Cuadro 1 .Presencia de Fibroblastos en el tiempo de la cicatrizacion en perras tratadas

con quitosan. Asi como un andlisis mediante media aritmética.
» Perras tratadas con quitosan.

Perrs i de 2 4 6 8 10
cicatrizacion
1 3 3 3 1 1
2 3 3 3 3 3
3 3 3 3 3 3
4 3 3 3 1 3
5 3 3 3 3 3
6 3 3 3 3 3
7 3 3 3 3 3
X 3 3 3 24 2.7 0)

Ausente,(1) Escaso, (2) Moderado,(3) Abundante.

Cuadro 2.Presencia de Fibroblastos en el tiempo de la cicatrizacion en perras no tratadas
con quitosan. Asi como un analisis mediante media aritmética.

2 Perras no tratadas con quitosan.

Perra 2 4 6 8 10
Dia de
cicatrizacion
8 3 1 2 3 2
9 2 1 2 2 3
10 3 2 2 3
X 2.6 1.3 2 2.3 2.6

(0) Ausente,(1) Escaso, (2) Moderado,(3) Abundante.

Los resultados de estos cuadros son cualitativos no se realizo conteo celular solo se
tomo en cuenta la presencia o no de las células en los dias de la cicatrizacién tomando

como valores (0) ausente, (1) escaso, (2) moderado, (3) abundante.



Polimorfonucleares.

Cuadro 3.Presencia de Polimorfonucleares en el tiempo de la cicatrizacion en perras
tratadas con quitosan. Asi como un analisis mediante media aritmética.

» Perras tratadas con quitosan.

Perra 2 4 6 8 10
Dia de
cicatrizacion
1 2 2 2 0 1
2 2 2 2 1 2
3 2 1 2 2 1
4 2 2 2 3 2
5 2 2 2 2 2
6 2 2 2 3 2
7 3 2 2 2 2
X 2.1 1.8 2 1.8 1.7

(0) Ausente,(1) Escaso, (2) Moderado,(3) Abundante.

Cuadro 4.Presencia de Polimorfonucleares en el tiempo de la cicatrizacion en perras
no tratadas con quitosan. Asi como un analisis mediante media aritmética.

* Perras no tratadas con quitosan.

Perm e 2 4 6 8 10
cicatrizaciéon
8 2 3 3 2 3
9 3 3 3 1 3
10 3 3 3 3 1
X 2.6 3 3 2 33

(0) Ausente,(1) Escaso, (2) Moderado,(3) Abundante.
Los resultados de estos cuadros son cualitativos no se realizd conteo celular solo se
tomo en cuenta la presencia o no de las células en los dias de la cicatrizacion tomando

como valores (0) ausente, (1) escaso, (2) moderado, (3) abundante.



Macrdéfagos.

Cuadro 5.Presencia de Macrofagos en el tiempo de la cicatrizacion en perras tratadas
con quitosan. Asi como un analisis mediante media aritmética.

» Perras tratadas con quitosan.

Perm 2 4 6 8 10
cicatrizacion
1 1 1 1 0 3
2 1 2 2 2 2
3 1 2 1 1 2
4 1 1 1 2 1
5 1 1 2 1 1
6 1 2 1 1 1
7 2 1 1 1 2
X 1.4 1.4 1.2 1.1 1.7

(0) Ausente,(1) Escaso, (2) Moderado,(3) Abundante.

Cuadro 6.Presencia de Macrofagos en el tiempo de la cicatrizacion en perras no tratadas
con quitosan. Asi como un andlisis mediante media aritmética.

* Perras no tratadas con quitosan.

Perra 2 4 6 8 10
Dia de
cicatrizacion
8 2 2 2 1 3
9 2 2 2 1
10 1 2 2 2 1
X 1.6 2 2 1.6 1.6

(0) Ausente,(1) Escaso, (2) Moderado,(3) Abundante.
Los resultados de estos cuadros son cualitativos no se realizd conteo celular solo se
tomo en cuenta la presencia o no de las células en los dias de la cicatrizacion tomando

como valores (0) ausente, (1) escaso, (2) moderado, (3) abundante.



Células plasmaticas.

Cuadro 7.Presencia de Células plasmaticas en el tiempo de la cicatrizacion en perras
tratadas con quitosan. Asi como un analisis mediante media aritmética.

2 Perras tratadas con quitosan.

Perra 2 4 6 8 10
Dia de

cicatrizacion
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0.1 0.1 0.2

(0) Ausente,(1) Escaso, (2) Moderado,(3) Abundante.

Cuadro 8.Presencia de Células plasmaticas en el tiempo de la cicatrizacion en perras
no tratadas con quitosan. Asi como un analisis mediante media aritmética.

» Perras no tratadas con quitosan.

Perr 2 4 6 8 10
Dia de
cicatrizacion
8 0 0 0 0 1
9 0 0 0 1 1
10 0 0 0 1 1
X 0 0 0 0.6 1

(0) Ausente,(1) Escaso, (2) Moderado,(3) Abundante.
Los resultados de estos cuadros son cualitativos no se realizd conteo celular solo se
tomo en cuenta la presencia o no de las células en los dias de la cicatrizacion tomando

como valores (0) ausente, (1) escaso, (2) moderado, (3) abundante.



Linfocitos.

Cuadro 9.Presencia de Linfocitos en el tiempo de la cicatrizacion en perras tratadas con
quitosan. Asi como un analisis mediante media aritmética.

» Perras tratadas con quitosan

Perra 2 4 6 8 10
Dia de
cicatrizaciéon
1 0 0 0 0 1
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0
X 0 0 0 0 0.1

(0) Ausente,(1) Escaso, (2) Moderado,(3) Abundante.

Cuadrol0.Presencia de Linfocitos en el tiempo de la cicatrizacion en perras no
tratadas con quitosan. Asi como un analisis mediante media aritmética.

> Perras no tratadas con quitosan.

Perra 2 4 6 8 10
Dia de
cicatrizacion
8 0 0 0 0 1
9 0 0 0 0 1
10 0 0 0 0 1
X 0 0 0 0 1

(0) Ausente,(1) Escaso, (2) Moderado,(3) Abundante.

Los resultados de estos cuadros son cualitativos no se realizo conteo celular solo se
tomo en cuenta la presencia o no de las células en los dias de la cicatrizacién tomando

como valores (0) ausente, (1) escaso, (2) moderado, (3) abundante.



7.3.-RESULTADOS DE LAS EVALUACIONES HISTOLOGICAS.

Considerando los siguientes factores: dia, profundidad y distancia entre bordes en las
siguientes fotografias histoldgicas se observa la evolucion de la cicatrizacion en la piel.
También se aprecian las células presentes durante el proceso de cicatrizacion.

Perra 1 (tratada) en el dia 6 de cicatrizacion.

St

)

Foto 7. Corte de piel de perro. El proceso de la cicatrizacion se completd
favorablemente ya que los bordes de la piel se encuentran cerrados (A),
H-E a 10X.

Foto 8. Corte de piel de perro. Se observa las células de reparacion e
inflamacioén) F) Fibroblastos, P) Polimorfonucleares, M) Macrofagos H-E
a 100X.



Perra 8 (no tratada) en el dia 6 de cicatrizacion.

Y Y i -.-.“(%--‘. ‘I‘I“ » .' *v :
Foto 9. Corte de piel de perro. La distancia de los borde de la incisién
esta abierta A), La profundidad es de 1800 pym. B), H-E. a 10X.
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Foto 10.Corte de piel de perro. Se observa las células de reparacion, F)
Fibroblastos y, P) Polimorfos nucleares, M) Macréfagos, H-E a 100X.

-



Perra 7 (tratada) en el dia 10 de cicatrizacion.

completé favorablemente ya que los bordes de la piel se encuentran
cerrados(A). H-E a 10X.

Foto 12. Corte de piel de perro. Se observa las células de reparacion, F)
Fibroblastos, P) Polimorfos nucleares, M) Macrofagos H-E a 100X.



Perra 8 (no tratada) en el dia 10 de cicatrizacion.

Foto 13. Corte de piel de perro; a) la distancia de los borde de la incision
es de 60 um; b) la profundidad de la incision, con respectd a la
reparacion es de 440 um. H-E. a 10X.

. - - ) MY e
Foto 14.Corte de piel de perro. Se observa las células de reparacion, F)
Fibroblastos, P) Polimorfos nucleares, M) Macrofagos, H-E a 100X.



8.-DISCUSION.

DISTANCIA DE LA INCISION EN PERRAS
TRATADAS CON ¥ SIN QUITOSAN
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Grifica 1. Distancia de la incision en perras tratadas v no tratadas con quitosan.
La gréafica 1, muestra que la profundidad de la herida donde se utilizdo quitosan fue
menor en 393.25 wm comparada con la profundidad de la herida de los pacientes a los
que no se les aplicod quitosan (p=0.01). Esto nos demuestra que la utilizacion de
quitosan, reduce la distancia entre bordes en menos tiempo, de manera contraria, en los
casos donde no se utilizé el quitosan es muy marcada la diferencia.

PROFUNDIDAD DE LA INCISION ENN PERRAS
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Grifica 2. Profundidad de la incisién en perras tratadas y no tratadas con quitosan.
La grafica 2, muestra que la profundidad de la herida donde se utiliz6 quitosan fue
menor en 493.47 um comparada con la profundidad de la herida de los pacientes a los
que no se les aplicé quitosdn (p=0.03). Esto nos demuestra que la utilizacion de
quitosan promueve el rapido crecimiento epitelial en poco tiempo la profundidad de la
herida, de manera contraria, en los casos donde no se utiliz6 el quitosan, es muy

marcada la diferencia de la profundidad de la herida.



En los modelos experimentales de animales, se mostraron los efectos de quitina y
quitosan para inducir la reparacion en todas las fases de la herida (20). El quitosan en la
fase inflamatoria tiene propiedades tnicas hemostaticas que son independientes de la
cascada de coagulacion en forma normal (23). En los polimeros in vivo también puede
actuar reciprocamente y puede modular la conducta de migracion de neutréfilos y de
macrofagos modificados, los procesos de la reparacion subsecuentes como la fibroplasia
y reepitelizacion (18). La quitina y el quitosan inducen al fibroblasto para liberar
interleucina 8 la cual involucra la migracion y proliferacion de fibroblastos y células

endoteliales (18).



9.- CONCLUSIONES.

*Se puede comparar estos resultados contra la bibliografia de Joseph Harari en su libro
de cirugia en pequefios animales donde nos dice la fase de reparacion o proliferativa,

comienza al tercer o cuarto dia y dura de 1 a 3 semanas (16).

*La quitina y el quitosan ambos poseen muchas propiedades que son ventajosas para la
reparacion de heridas, tales como: biocompatibilidad, biodegradabilidad, actividad

hemostatica, anti-infecciosa y aceleradora de la reparacion de heridas (cicatrizacion)

(2, 29,30,33).

*En los estadios finales de la reparacion de heridas, el tejido de granulacion es
degradado por enzimas y luego es remodelado. Enzimas como la colagenasa y la
gelatinasa son liberadas en el tejido por los fibroblastos y macrofagos y juegan un

papel central en el proceso (2, 29, 30,33).

* Se demostro el efecto acelerador de la cicatrizacion del quitosan en la incision
quirurgica a nivel de linea media en la regidon infraumbilical en perras mediante una
comparacion de medias con muestras pareadas con un estudio de T-Student entre los

casos tratados y los casos no tratados.

* A través del seguimiento fotografico se demostrdé macroscopicamente que
las perras tratadas con quitosan, tuvieron una cicatrizacion mas rapida que las perras

no tratadas.

* La comparacion microscopica a través de la evaluacion histoldgica mostrd que las
perras tratadas con quitosan tuvieron una cicatrizacion acelerada Se puede comparar
estos resultados contra la bibliografia de Joseph Harari en su libro de cirugia en
pequefios animales donde nos dice la fase de reparacion o proliferativa, comienza al
tercer o cuarto dia y dura de 1 a 3 semanas (16). En nuestro trabajo hubo perras que
cicatrizaban desde el dia 2 de la cicatrizacion, dia 4 de la cicatrizacion, dia 6 de la

cicatrizacion.



* El quitosan promueve la presencia de una mayor cantidad fibroblastos en

las etapas temprana de la cicatrizacion.

* Existe una menor presencia de células Polimorfonucleares en perras tratadas con

quitosan.

* Existe una menor presencia de macrdofagos, células plasmaticas y linfocitos en
perras tratadas con quitosan, éste puede ser un indicativo de una menor incidencia de

infeccion.

* En las evaluaciones histoldgicas se demostro6 en las perras tratadas con quitosan

una menor distancia y profundidad de la incision en menor tiempo.
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