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Introduccion: La cicatrizacion de heridas es un proceso bioldgico complejo. En casos de distorsion
severa de la arquitectura tisular, la curacidon puede no restaurar la estructura y funciéon normales, dando
lugar a tejidos conectivo desorganizado con apariencia fibrosa. Objetivo: Evaluar histopatologicamente
la cicatrizacion secundaria en sitios quirirgicos tratados con apoésitos a base de quitosano. Materiales y
Métodos: Se utilizaron 25 ratas Wistar, divididas en dos grupos; control, y quitosano. Se cre6 un defecto
epitelial de 100 mm? a espesor parcial en el dorso de cada animal. En el grupo experimental se aplicd
un aposito de quitosano sobre la herida, actuando como barrera y andamiaje para la regeneracion tisular,
previniendo la invasion bacteriana, favoreciendo la angiogénesis y la actividad de los fibroblastos. El
grupo control no recibio apoésito, solo clorhexidina al 0.12%. Se realizaron evaluaciones histoldgicas a
las 24, 48, 72 horas, y a los 14 y 28 dias. Resultados: los apositos de quitosano ofrecieron proteccion
efectiva, promoviendo la hemostasia y la estabilidad tisular. Conclusion: El quitosano presenta potencial
regenerativo por su biocompatibilidad y capacidad para favorecer la quimiotaxis en procesos de
cicatrizacion.
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Effect of secondary wound healing regeneration using chitosan-based
dressings

ABSTRACT

Introduction: Wound healing is a complex biological process. In cases of severe tissue architecture
distortion, healing may not restore normal structure and function, leading instead to disorganized fibrous
connective tissue. Objective: To histopathologically evaluate secondary wound healing in surgical
sites treated with chitosan-based dressings. Materials and Methods: 25 Wistar rats were divided into
two groups: control and chitosan. A 100 mm? partial-thickness epithelial defect was created on the back
of each rat. In the experimental group, a chitosan dressing was applied to the wound to severe as a barrier
and scaffold, promoting tissue regeneration, preventing bacterial invasion, enhancing angiogenesis, and
supporting fibroblast activity. The control group received no dressing, only 0.12% chlorhexidine.
Histological samples were collected at 24, 48, 72 hours, and at 14 and 28 days. Results: Chitosan
dressings provided effective wound protection, promoting hemostasis and tissue stability. Conclusion:
Chitosan demonstrates regenerative potential due to its biocompatibility and ability to enhance

chemotaxis in wound healing processes.
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INTRODUCCION

Una vez que ocurre una lesion, alguna incision o una exposicion del tejido conectivo al ambiente bucal,
los tejidos periodontales inician una respuesta de curacion en fase secuencial que permite el cierre de la
lesion y la restauracion parcial de la estructura y funcion del tejido.

La reestructuracion del tridimensional del tejido periodontal en la respuesta de curacion involucra a los
fibroblastos, que sintetizan y organizan las fibras de colageno que unen el hueso alveolar y la encia con
el cemento que cubre la raiz del diente.

Algunos ciruyjanos utilizan el término de cicatrizacion por tercera intencion o cierre primario diferido,
para referirse a la cicatrizacion que ocurre cuando se cierra una herida después de un periodo de
cicatrizacion por segunda intencion. El cierre se hace cuando se esta seguro de que se ha superado el
riesgo de infeccion.

La cicatrizacion, es el resultado de la regeneracion tisular y de la oclusion de una herida. (Lopez, 1992)
Los biomateriales pueden ayudar a la reconstruccion fisiologica adecuada del epitelio y reducir o
prevenir la formacion de tejido cicatricial.

La quitina y quitosano, se ha encontrado que sus oligdbmeros promueven la cicatrizacion de heridas,
especialmente en las fases de proliferacion y formacion de matriz. (Azuma et al., 2015)

El quitosano se deriva del desacetilado de la quitina, un polisacarido lineal no ramificado presente en el
exoesqueleto de los crustaceos y en micelios de los hongos. (Howling ef al., 2001)

Se ha observado que las membranas de quitosano proveen estabilidad mecanica y flexibilidad, mayor
captacion de agua y tienen propiedades bacteriostaticas y fungistaticas (Johnen et al., 2008)

El objetivo de este trabajo fue evaluar histologicamente la cicatrizacion secundaria en zonas quirtirgicas
en donde se colocd el aposito de quitosano.

MATERIALES Y METODOS

Metodologia: Se emplearon 25 ratas Wistar, distribuidas en dos grupos experimentales: grupo control,
que incluia 1 rata evaluada en cada punto temporal (24, 48 y 72 horas; 14 y 28 dias), y un grupo tratado

con quitosano, que incluyo a 20 ratas, separadas en subgrupos de 4 ratas cada uno, correspondientes a

los mismos intervalos de tiempo.




Fabricacion de peliculas de quitosano
Las peliculas de quitosano se prepararon disolviendo quitosano al 2% p/v en acido acético al 2% v/v

(pH 6.4). Se vertieron 9 ml de solucion en cajas Petri de vidrio estéril formando peliculas delgadas (~20

um) en condiciones de flujo laminar. Estas se dejaron secar durante 12 dias a 25° C y 30% de humedad
relativa (HR). Adicionalmente, se prepar6 una solucion gelatinosa de quitosano (8 ml, pH ~5.0) en agua
desionizada con acido acético al 2% v/v. Tras agitacion durante 6 horas, se vertié en placas Petri estériles
(95 cm?) y se seco durante 6 dias en condiciones de limpieza y oscuridad (25 °C, 30% HR).

La quitina y el quitosano, con tamafio de particula promedio de 3.5 um, fueron esterilizados por 6xido
de etileno y suspendidos en solucion tampon fosfato (PBS, pH 7.2) a una concentracion de 10 mg/ml.
Estudios previos indican que las dosis 6ptimas para la formacion de tejido de granulacion en ratas son
de 1.0 y 10 mg/ml para quitina, y de 0.1 y 1.0 mg/ml para quitosano. Concentraciones mas altas pueden
inducir respuestas inflamatorias excesivas.

Protocolo quirdrgico

Se anestesiaron 25 ratas Wistar (peso aproximado: 500 g cada una) con Zoletil al 30%, (0.10 mg por
cada 100 g). Se realizaron dos zonas operatorias en el dorso realizando rasurado quirtirgico y siguiendo
el protocolo de asepsia con yodopovidona y proteccion ocular con ungiiento oftalmico (Fig. 1).

En la zona experimental (mas proximal a la cabeza), se marco la zona quirurgica con plumoén permanente
y se cred un colgajo en sobre de 5 mm de espesor con un bisturi de Allen-Orban modificado para colocar
el apdsito de quitosano debajo del epitelio. Este se fijo con punto en cruz modificado utilizando sutura
Vycril 4-0, evitando tension en el tejido, se aplico gel de clorhexidina al 0.20% (fig. 2). Se colocd a las
ratas en jaulas sin aserrin, con suelo forrado en papel, hasta su recuperacion. El protocolo de cuidado

postoperatorio incluy6 la administracion de Penicilina Benzatinica (0.3 ml dosis unica), Dexametasona

(4 mg/ml, 1 ml por 3 dias) y Metamizol sodico (500 mg/ml, 1 ml por 2 dias).




Fig. 1. Rasurado y cuidado ocular

Fig. 2. Preparacion de lecho quirargico en el grupo Fig. 3. Preparacion de lecho
experimental. quirtrgico en grupo control.

En el grupo control se realizé el mismo protocolo quirtirgico, sin embargo, no se coloco ninglin apdsito,
solamente se colocd gel de clorhexidina al 0.12% y protocolo de cuidado posoperatorio descrito
anteriormente (fig. 3).

Se realizaron biopsias en los distintos tiempos de evaluacion (24,48 y 72 horas; 14 y 28 dias) para
analisis histologico, con el fin de caracterizar la calidad de la cicatrizaciéon secundaria entre ambos
grupos.

La eutanasia se llevo a cabo mediante sobredosis de anestesia.




Resultados

Después de las 24 horas posoperatorias: En el grupo control se encuentra un defecto epitelial donde se
puede observar una lesion donde las fases de hemostasia y coagulacion ha sido exitosa, con presencia
de inflamacion generalizada. No hay rastros de infeccion y se realiza biopsia excisional (fig. 4).

En el grupo experimental la membrana de quitosano luce totalmente adaptada a la cicatrizacion de los
tejidos formando el andamiaje que se esperaba obtener, no hay presencia de infeccion, pero si de

inflamacion y se realiza biopsia excisional (fig. 5).

Fig. 4. Grupo Fig. 5. Grupo con membrana de quitosano 24 hrs.
control 24 hrs.

En el grupo control después de 48 hrs. Clinicamente se observa una lesion con una costra mejor formada
comparada a las 24 hrs, con ausencia de secreciones purulentas, sin inflamacion o edema (fig. 6).

En el grupo experimental clinicamente las membranas de quitosano aiin no son absorbidas por el
organismo, sin embargo, muestra una muy buena adaptacion a €l. La herida tiene un aspecto muy similar

a la cicatrizacion del control. No presenta exudado purulento, edema o inflamacion exuberante. La lesion

es de menor tamafio comparada con la lesion control (fig. 7).




Fig. 6. Grupo Fig. 7. Grupo con membrana de quitosano 48 hrs.
control 48 hrs.

En las 72 hrs. En el grupo control los bordes de la herida son cada vez mas difusos, y coincide con la
fase de proliferacion, remodelacion y reparacion del tejido. Se establecié una respuesta inmune exitosa
(fig. 8).

En el grupo con membrana de quitosano se observan las lesiones de menor tamafio comparadas al grupo

control, de bordes atin mas difusos, el aposito de quitosano clinicamente no es distinguible de la lesion.

No presenta infeccion, edema o inflamacioén exuberante (fig. 9).




Fig. 8. Grupo
control 72 hrs.

El grupo control a los 14 dias mostr6 una cicatrizacion mas lenta, de menor calidad y de mayor tamafio,
los bordes de la herida han sido traccionados hacia el centro de la lesion, pero aiin no se llega a una
reparacion epitelial (fig. 10).

En el Grupo de membrana con quitosano el borde de las heridas ya no es visible en la mayoria de las
zonas operatorias y queda una cicatriz que fue traccionada hacia el centro de la lesion y se observa una
superficie epitelizada. La velocidad y calidad de cicatrizacion fue mayor comparada con el grupo control

y con un tamaio de cicatriz considerablemente menor (fig. 11).

@

Fig. 10. Grupo Fig. 11. Grupo con membrana de quitosano a los 14 dias.
control 14 dias.

A los 28 dias en el grupo control clinicamente la cicatriz no muestra ningtiin borde después de la cirugia,

la traccion y epitelizacion fue exitosa. Sin embargo, el tamafio de la cicatriz residual es de mayor tamafio

que las del grupo experimental con aposito de quitosano (fig. 12).




En el grupo con membrana de quitosano en los 28 dias, hay una cicatrizacion mas madura y de menor
tamafio comparada con el grupo control. La calidad y velocidad de cicatrizacion gracias a los apoésitos

de quitosano, fue superior contra el grupo control (fig. 13)

Fig. 12. Grupo Fig. 13. Grupo con membrana de quitosano a los 28 dias.
control 28 dias.

Histopatologia de biopsia

El proceso de una muestra inicia al momento en que llega al departamento de patologia, la muestra
estuvo en formol al 10% acuoso durante 24 horas.

Una vez que la muestra estuvo fijada, se procedio a realizar los cortes de las muestras para su estudio,
identificando bien la zona y localizacion del lomo que necesitibamos analizar, que en este caso seria
desde la capa externa a la interna.

Una vez incluidas las muestras, se llevaron a un equipo llamado procesador de tejidos en el cual, por
medio de alcoholes, xilol y parafinas, se hace intercambio de agua por parafina en el tejido, este proceso
lleva un periodo de aproximadamente 13 horas, pasando una hora por cada recipiente. Al terminar el
proceso se incluye en parafina los tejidos y se obtiene un bloque. Este bloque es cortado en un microtomo
y se obtienen secciones de aproximadamente 2-3 micras que es el grosor apropiado para poder ver las
células al microscopio. Se colocaron los cortes en el portaobjetos y se dejaron secar, después de
desparafinar las laminillas en una plancha a 60° C durante 15 minutos. Después en el tren de tincion se
quita totalmente la parafina con xilitol. Una vez tefiida la laminilla, se colocaron en cubreobjetos para

proteger el tejido y mantener nitido el color. Se etiqueto con su numero respectivo y se mando analizar

el corte en el microscopio.




Biopsia con membrana de quitosano

Caracteristicas generales: En los cortes histologicos observados tefiidos con tincion de rutina en
hematoxilina y eosina se observé un fragmento de mucosa revestido parcialmente por epitelio escamoso
estratificado queratinizado, el cual presenta areas de pérdida de la continuidad en las cuales se puede
observar la presencia del depdsito de un material a fibrilar con alta celularidad el cual se encuentra
rodeado por infiltrado inflamatorio con predominio de polimorfonucleares, subyacente a este se observa
un estroma de tejido fibroconjuntivo de aspecto laxo con edema, multiples vasos sanguineos de tamafio
pequeio y fibras del musculo esquelético, se observa infiltrado inflamatorio con predominio de
polimorfonucleares dispuestos de manera difusa.

En 24 horas de cicatrizacion se observo infiltrado inflamatorio agudo compuesto principalmente por
polimorfonucleares. En las 48 horas de cicatrizacion se observo infiltrado inflamatorio agudo compuesto
principalmente por polimorfonucleares. En los 14 dias de cicatrizacion se observo epitelio escamoso
estratificado, queratinocitos y subyacente se formo tejido conjuntivo fibroso denso con predominio de
fibroblastos y de células endoteliales que forman capilares. En los 28 dias de cicatrizacion se observo el

epitelio escamoso estratificado queratinizado, tejido fibroso conjuntivo laxo con predominio de

fibroblastos con glandulas sebaceas (fig.14).

Fig. 14. Biopsias con membrana de quitosano. Cicatrizacion a los (A) 24 hrs.,
(B) 48 hrs., (C) 72 hrs., (D) 14 dias., (E) 28 dias.




Biopsias con clorhexidina.

Caracteristicas generales: En los cortes histologicos observados tefiidos con hematoxilina y eosina a
diferentes aumentos se observo un fragmento de mucosa revestido parcialmente por epitelio escamoso
estratificado queratinizado el cual presenta una transicion hacia un 4area recubierta por tejido
fibroconjuntivo denso irregular con presencia de infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario que
corresponde a un area de cicatrizacion.

En 24 horas de cicatrizacion se observo polimorfonucleares con escasas células plasmaticas (presentes
en inflamacion cronica). En las 48 horas de cicatrizacion se observo infiltrado inflamatorio agudo
compuesto por polimorfonucleares, escasos fibroblastos y células endoteliales que forman capilares de
pequeiios tamafos. En las 72 horas de cicatrizacion se observo polimorfonucleares, escasos fibroblastos
e histiocitos. En los 14 dias de cicatrizacion se formd superficialmente epitelio escamoso estratificado
(queratinocitos), subyacente tejido fibroconjuntivo denso irregular con abundante fibroblastos y células
endoteliales formando pequefios vasos. En los 28 dias de cicatrizacion se observaron queratinocitos del

epitelio superficial, tejido fibroconjuntivo mas laxo y la presencia de glandulas sebaceas y menos denso

(fig. 15).

Fig. 15. Biopsias con clorhexidina. Cicatrizacion a los (A) 24 hrs., (B) 48 hrs.,
(C) 72 hrs., (D) 14 dias., (E) 28 dias.




DISCUSION

El trasplante de fibroblastos dorsales de raton en la cavidad de la mucosa bucal oral de los ratones crea
una cicatriz, mientras que los fibroblastos de la mucosa oral colocados en heridas de la piel dorsal dan
como resultado una formacion minima de cicatrices. Rinkevich Y. et al., (2015) sugieren que las
propiedades intrinsecas de las células de la mucosa oral pueden explicar la reduccion de las cicatrices
observadas en la boca. En el proceso para la cicatrizacion de las heridas, Velnar et al., (2009) justifica
que la cicatrizacion por primera intencion es un proceso rapido en comparacion con la cicatrizacion de
una herida abierta con pérdida mas extensa de tejido.

Dando un resultado complejo debido a que el proceso de cicatrizacion engloba un proceso fisiologico
funcional que tiene como objetivo principal favorecer la hemostasia, estasis tisular y comodidad del
paciente durante su proceso de curacion y cicatrizacion. Por otra parte, Strecker Mcgraw et al., (2007)
determinaron que, gracias a la formacion de red de fibrina insoluble, la hemostasia por si sola seria
ineficaz a largo plazo.

El quitosano destaca sus diversas capacidades para ser un aposito quirurgico con buenas propiedades y
buena capacidad regenerativa, Velasco et al., (2012) resalta la disolubilidad del quitosano al unirse a
otros compuestos, esto resulta favorable ya que produce la elaboracion de peliculas, membranas o
apositos que tienen la capacidad regenerativa de los tejidos.

CONCLUSION

Se concluye que mediante el recubrimiento de los apdsitos de quitosano como un factor adicional para
el proceso benéfico del proceso cicatrizal, brindan buena proteccion a la herida, favoreciendo la
hemostasia y estasis tisular, generando un aumento en la comodidad emocional y fisiologica del
paciente.

No obstante, se sugiere la realizacion de futuras investigaciones que vayan orientadas a la observacion
del funcionamiento de los apositos de quitosano como coadyuvante en el proceso cicatrizal y sanacion

de las heridas ocasionadas por factores terapéuticos, quirurgicos, tratamientos periodontales que

involucran al sistema estomatognatico.
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