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Resumen

Se estudi6 la densidad lineal de mitosis en 16 muestras de pabellén auricular traumatico
de ratones isogénicos IOR que fueron sometidos a cura con crema de quitina. Se dividié
la preparacion histolégica en zonas apical, lateral derecha e izquierda. Se aplicé el
método morfométrico para la determinacién de la densidad lineal de mitosis de la capa
basal. Los resultados mostraron que el comportamiento de la densidad de las mitosis en
las diferentes zonas estudiadas se corresponde con los efectos estimulantes que actian
sobre el area de la lesién para garantizar la re-epitelizaciéon de la zona del trauma. El
incremento de la densidad de mitosis en la capa basal de las zonas dafiadas demuestra
la accién estimulante de la quitina sobre la cicatrizacion.
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INTRODUCCION

La piel constituye el 6rgano vital més extenso y recubre el cuerpo en su totalidad en un
area aproximada de 1,5 m? a 2 m? en un adulto y representa entre el 10 por ciento y el
16 por ciento del peso corporal.’*

Consta de dos capas: la epidermis, mas externa, de tejido epitelial estratificado plano
queratinizado derivado del ectodermo superficial. Formada por cuatro tipos celulares: los

melanocitos encargados de la sintesis de melanina; las células de Langerhans,
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presentadoras de antigenos y participan en la respuesta inmune; las células de Merckel,
de tipo neuroendocrinas que se comportan como mecanorreceptoras y los queratinocitos
que son las méas abundantes, representan el 90 por ciento, es de tipo epitelial, y
mediante un proceso de diferenciacién se especializan en la sintesis de la proteina
queratina y por ello se disponen en cinco estratos: basal o germinativo, espinoso,
granuloso, ltucido y corneo.

Cada dia se producen alrededor de dos mil células nuevas por milimetro cuadrado. El
tiempo de transito desde la formacién hasta su eliminacion es de cuatro semanas.*

En la epidermis se distinguen tres regiones funcionales: la zona proliferativa que
corresponde al estrato basal donde hay renovaciéon celular denominada epidermopoyesis,
la zona de diferenciacién que representa los estratos espinoso y granuloso donde hay
diferenciacion y maduracion celular y la zona funcional que constituye la capa cérnea
protectora como resultado de la eliminacién celular.t "+ &

En el proceso de renovacion continua interviene la unidad proliferativa de la piel (UPE)
constituida por una célula madre central encargada de dividirse que se relaciona con
alrededor de diez células indiferenciada responsables de la diferenciacién en productoras
de queratina para formar una estructura en forma de celda hexagonal.

Otro modelo de la unidad proliferativa de la piel plantea la presencia de células ubicadas
en la capa basal con caracteristicas de progenitoras que se dividen un namero ilimitado
de veces de forma asimétrica para dar lugar a células que se van a diferenciar
terminalmente.®

La dermis es la capa méas profunda, de tejido conectivo, derivada del mesodermo,
formada por dos regiones bien definidas, la dermis papilar de tejido conectivo laxo y la
dermis reticular de tejido conectivo denso con la presencia de terminaciones nerviosas,
vasos sanguineos y una celularidad especifica como el fibroblasto, las células cebadas y
plasmaéticas y otras células de la sangre que emigran a cumplir sus funciones en el tejido
conectivo. >+

La principal funcion es actuar como una barrera protectora entre el medio interno y el
externo, preserva las estructuras subyacentes y a si misma de agresiones fisicas, quimicas y
de agentes vivos. Contribuye a la regulacion homeostatica de la temperatura corporal,
sintetiza melanina para la proteccion contra los rayos ultravioletas y permite constante
comunicacion con el medio externo por la presencia de receptores de la sensibilidad.
Tiene un importante papel como 6rgano inmunocompetente. Su dafio desencadena una
respuesta de tipo inflamatoria que incide en la cicatrizacién y regeneracion de los tejidos,
funcion reparadora debido a que los componentes celulares de la epidermis son labiles,

con gran poder para la division celular y la sintesis de factores reguladores de los



procesos de proliferacion celular por lo que participan activamente en la reparacion de
heridas, quemaduras y otras lesiones.* *

La cicatrizacion es el proceso por el cual se genera un nuevo tejido sin las funciones del
tejido original y la regeneracion implica la creacion de tejido nuevo idéntico al primario,
que conserva la funcién. Este proceso esta regulado por mediadores que reciben el
nombre de citoquinas, proteinas entre las que se encuentran los llamados factores de
crecimientos como el epidérmico, el transformante, el derivado de las plaguetas y el del
endotelio vascular entre otros.*®**

Consta de diferentes etapas relacionadas estrechamente: Hemostasia, inflamacion,
proliferacion, remodelaciéon y contraccion.

La Hemostasia es la respuesta inicial en la que ocurre una vasoconstriccion con la
agregacion de las plaquetas y la cascada de la coagulacion para formar una barrera e
impedir la contaminacién bacteriana y la pérdida de fluidos.*® **

En la Inflamacion hay migracién de los neutréfilos y los macréfagos hacia los tejidos
danados para la fagocitosis de bacterias, cuerpos extrafios y tejido desvitalizado y
amplifican la respuesta inflamatoria al actuar como sustancias quimiotacticas que atraen
a otras células

En la Proliferaciéon las células endoteliales, queratinocitos y fibroblastos sintetizan factores
de crecimiento que estimulan la proliferaciéon celular, la sintesis de proteinas de la matriz
extracelular y la angiogénesis.*®

Dentro de esta etapa ocurre la epitelizacion que comienza rapidamente tras la agresion y
es una de las fases fundamentales pues permite la regeneracién de la barrera de
proteccion. Esta organizada en una serie de eventos: El engrosamiento de la membrana
basal. La elongacion de las células. La liberacion de la membrana basal. La migracion en
monocapa. La proliferacion y la diferenciacion.

Los queratinocitos migran desde las zonas no dafiadas, los foliculos pilosos y glandulas
anexas, expresan filamentos de actina que actian como el motor. Los desmosomas y los
hemidesmosomas se desorganizan y las células se desplazan sobre la matriz de la herida
que aportan nuevos componentes si la membrana basal esta dafiada, cuando esta
integra migran sobre ella.*®%:

Las mitosis celulares comienzan entre el primer y segundo dia después de la agresion. Si
una célula se encuentra con otra idéntica cambia la direccion del movimiento y si se

encuentra rodeada de células similares queda en reposo (inhibiciéon por contacto). La

estratificacion comienza cuando ya se ha cubierto toda el area cruenta de la herida.



La epidermis neoformada no es igual a la intacta puesto que las crestas epidérmicas no
son visibles, el epitelio es mas grueso en los margenes de la herida y en la zona central
del area re-epitelizada.™®

En la Remodelacion hay un balance entre el depdsito de colageno en los tejidos, sintesis
de colageno y la actividad colagenolitica. Aumenta de manera progresiva hasta la cuarta
semana y disminuye cuando aumenta la destruccion mediante colagenasas y en 21 dias
la acumulacion de colageno es estable y la fuerza tensil que es capaz de soportar la
cicatriz es de un 15 % respecto a la piel normal y en el 80 % a los seis meses.*’

La Contraccidn se inicia entre el cuarto o quinto dias, con actividad maxima hacia el dia
12 6 15. Se debe a los miofibroblastos que se concentran en los margenes de la herida y
actlan como un esfinter en un proceso que no depende de la sintesis de colageno.*® 2%
METODO

Se realizé un estudio experimental en 30 ratones isogénicos IOR, que fueron sometidos a
una herida traumatica con un instrumento perforo-cortante circular en el pabellon
auricular derecho a nivel de la base en el sitio de unién de este con la cabeza, a forma de
ponche circular de 2 mm de diametro y fueron curados con crema de quitina diariamente
durante 30 dias, se tomaron las muestras con esta misma frecuencia y procesaron con
una mezcla fijadora de formalina, acido acético y alcohol, segin Reina Ocano 1984. Los
pabellones se incluyeron por el método clasico de la parafina, se realizé cortes en sentido
longitudinal, de seis a ocho micrémetros, dispuestos en seis cortes por lamina, se utilizé
la técnica de coloracién de hematoxilina y eosina.

Se capturaron tres imagenes correspondientes a la region de la epidermis de las zonas
apical, lateral derecho e izquierdo de cada lamina seleccionada, con una cadmara digital
marca Canon de ocho Mpx con un lente 6ptico de 3X, acoplada a un microscopio
JENAMED 2 con lente objetivo 40X y lente ocular de 10X para un aumento total de
1200X. Estas imagenes se descargaron en una computadora ASUS vy se codificaron para
su identificacion de la siguiente manera: zona apical (A), zonas lateral derecho (D) e
izquierdo (1) de cada lamina respectivamente.

Los indicadores morfométricos se midieron con la aplicaciéon en computacion ImageJ del
National Institutes of Health, USA, 2011. Para las mediciones se procedi6 a la calibraciéon
con un objetivo micrométrico de la Karl Zeiss.

Para realizar la medicion de la densidad lineal de mitosis se superpuso una rejilla sobre la
imagen y mediante la opcion distancia lineal de la aplicacion ImageJ se trazé una linea
predefinida en la capa basal, en ella se contaron el total de células basales y las figuras
de mitosis y se calcul6 el indicador mediante la formula:

Dm = ((CM/TC) /L) * 1000
Donde:



CM representa las células en mitosis en la longitud predefinida.

TC es el total de células contadas en la longitud predefinida.

L es la longitud de conteo predefinida.
Los resultados medidos por imagenes fueron promediados con vistas a obtener el valor
definitivo de cada preparacién histoldgica.
Los resultados fueron procesados con el editor estadistico profesional MyStat version 12,0
del 2009, de la compafiia SyStat. Se calculo la media, desviacion estandar y el
coeficiente de variaciébn como parte de la estadistica descriptiva, se desarrollé el test de
normalidad para las series de datos (test de normalidad de Lillieford), se elaboraron los
plexogramas de la densidad lineal de mitosis, segun las zonas estudiadas y se calculd el
andlisis de varianza para comparar las diferencias entre las zonas estudiadas. Los

resultados se muestran en cuadros, graficos y figuras.

RESULTADOS

En la figura 1 que representa un corte histoldgico de la zona apical de la herida visto a
mayor aumento se observan en la capa basal figuras tipicas de mitosis. Este corte
representa aproximadamente el sexto dia del experimento donde ya se ha concluido la

fase inflamatoria y el epitelio se encuentra en plena fase proliferativa.

En la figura 2 que representa un corte histologico de la zona lateral o borde de la herida,
visto a mayor aumento, se observan en la capa basal figuras tipicas de mitosis, este corte

se obtuvo a los seis dias del experimento.

En el cuadro 1 se puede observar los resultados de la densidad lineal de mitosis en las

zonas estudiadas durante el periodo de tiempo que duro el experimento.

El valor promedio y su desviacion estandar de la zona lateral izquierda fue de 1,9 +
0,64, en la zona lateral derecha fue de 1,23 + 0,49 y en la zona apical fue de 0,97 %
0,45. (Cuadro 2).

Los resultados del coeficiente de variacion fue de 0,54, 0,40 y 0,46 para las zonas lateral
izquierda, derecha y la zona apical respectivamente, estos valores reflejan la poca

variabilidad con la que fue medido este indicador (Cuadro 2).

Al analizar el comportamiento de la densidad lineal de mitosis del epitelio de la piel de la
zona lateral derecha del pabelldn auricular postraumatico se aprecia que a las 24 horas
del experimento ya encontramos valores elevados de densidad lineal de 2,50 los que

descienden hasta el quinto dia con valores que se mantienen a un ritmo de 1,0 a 1,50



hasta los trece dias aproximadamente que comienzan a descender por debajo de 0,50
(grafico 1).

El comportamiento de la densidad lineal de mitosis del epitelio de la piel de la zona lateral
izquierda del pabellon auricular postraumatico, al igual que en la zona lateral derecha
desde las primeras horas del experimento se observan valores altos de densidad cercanos
a 3,0 los que a partir del segundo dia comienzan a descender y se mantienen alrededor
de 1,0 hasta los trece dias donde descienden hasta alrededor de 0,5.

Este comportamiento guarda relacidon con lo explicado anteriormente sobre el papel que
juegan los bordes laterales en el proceso de re-epitelizacion lo que favorece el espesor del
epitelio y garantiza que el desplazamiento celular vaya en sentido a la zona apical.

En el comportamiento de la densidad lineal de mitosis del epitelio de la piel de la zona
apical del pabellén auricular postraumatico, donde observamos una tendencia al descenso
desde los primeros dias del experimento con un valor inicial de 1,5 a 2,0 y a partir del
sexto dia oscila entre 0,50 y 1,0.

Estos resultados demuestran el efecto estimulante sobre la zona apical de la herida sin
embargo debemos tener presente que el incremento del espesor del epitelio en la zona
apical esta influenciado como sefialamos anteriormente por el aporte que realizan los
bordes a este proceso pero también consideramos que este epitelio neoformado y en fase
de maduraciéon puede presentar hipertrofia celular caracteristica de los inicios de su

conformacioén hasta su constitucion definitiva.
Grafico 1
Comportamiento de la densidad lineal de mitosis (pm™,103%) del epitelio de la

piel de la zona lateral derecha del pabellén auricular post traumatico de ratones
isogénicos IOR tratado con crema de quitina segun tiempo del experimento.



Fuente: Datos del autor.

En relacion con la densidad lineal de mitosis y la comprobacién de que los resultados se
distribuyen normalmente, se elaboraron las graficas de normalidad segun el test de
Lillieford (grafico 4) donde se obtuvo valor significativo (p < 0,02) lo que demuestra que

la densidad lineal de mitosis se inscribe como una curva normal.

GRAFICO 4

Comportamiento de la normalidad de la densidad lineal de mitosis (pm™,10%)
del epitelio de la piel del pabellon auricular post traumatico de ratones
isogénicos IOR tratado con quitina segin zonas estudiadas y tiempo del

experimento.
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Fuente: Procesamiento estadistico. Test de normalidad de Lillieford = 0,135 p < 0,02

Para evaluar la posibilidad de diferencias entre las zonas en relacién con la densidad lineal
de mitosis se aplicé el analisis de varianza donde se demuestra que no existen
diferencias significativas, lo que se traduce en que la respuesta celular a los estimulos de

la division inciden a lo largo de todo el epitelio con caracteristicas similares (cuadro 3).

Cuadro 3. Analisis de varianza de la densidad lineal de mitosis (pm™,10°)
del epitelio de la piel del pabellon auricular post traumatico de ratones
isogénicos IOR tratado con quitina segin zonas estudiadas y tiempo del
experimento.

Suma de Grados . Valor de |Valor de
Fuente de Cuadrados medios
cuadrados . F p
libertad
Densidad 0,611 2 0,305 1,064 0,354
Error 12,907 45 0,287

Fuente: Procesamiento estadistico.

La respuesta encontrada a los valores altos de la altura de la epidermis

independientemente que estén relacionadas con las unidades proliferativas de la piel de

reemplazar las células perdidas guarda relacién estrecha también con el l6gico proceso de
maduracioén e hipertrofia celular que ocurren en estos procesos.
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ANEXOS

Figura 1. Microfotografia a 400x de la zona apical de piel del
pabell6bn auricular traumatico de orejas de ratones isogénicos
linea IOR sometidos a tratamiento con crema de quitina donde se
aprecian células en mitosis en etapa de profase (flechas). Tincién
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Hematoxilina y Eosina

Figura 2. Microfotografia a 400x de la zona lateral de piel del
pabellén auricular traumatico de orejas de ratones isogénicos linea
IOR sometidos a tratamiento con crema de quitina donde se
aprecian células en mitosis en etapa de profase (flechas). Tincion
Hematoxilina y Eosina.

Cuadro 1. Resultados de la densidad lineal de mitosis (pm™,103%) del epitelio de
la piel del pabelléon auricular post traumatico de ratones isogénicos IOR tratado
con crema de quitina segliin zonas estudiadas y tiempo del experimento.

Tiempo Zonas del pabellén

endias  yzquierda Derecha Apical
1 2,60 2,31 1,85
2 2,82 1,91 1,65
3 1,47 1,68 1,83
4 1,14 1,46 1,11
5 1,24 1,24 1,21
6 1,05 1,43 0,94
7 0,88 1,12 0,71
8 0,90 1,13 0,96
9 0,96 0,84 0,75
10 1,27 1,39 0,56
11 0,81 1,05 0,69
12 1,03 1,45 0,68

11



13 0,91 0,90 0,83

14 0,76 0,54 0,72
15 0,46 0,69 0,55
15 0,68 0,46 0,46

Fuente: Datos primarios.

Cuadro 2. Resultados del promedio y su desviacion estandar de la densidad
lineal de mitosis (pm™,103) del epitelio de la piel del pabellén auricular post
traumatico de ratones isogénicos IOR tratado con crema de quitina segin zonas
estudiadas.

Zonas del pabellon

Estadisticos

Izquierda Derecha Apical
Promedio 1,19 1,23 0,97
Desviacion estandar 0,64 0,49 0,45
Coeficiente de variacion 0,54 0,40 0,46

Fuente: Procesamiento estadistico.
Grafico 1
Comportamiento de la densidad lineal de mitosis (pm™,103%) del epitelio de la
piel de la zona lateral derecha del pabellén auricular post traumatico de ratones
isogénicos IOR tratado con crema de quitina segin tiempo del experimento.

Fuente: Datos del autor.

GRAFICO 4
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Comportamiento de la normalidad de la densidad lineal de mitosis (pm™,10%)
del epitelio de la piel del pabellon auricular post traumatico de ratones
isogénicos IOR tratado con quitina segin zonas estudiadas y tiempo del

experimento.
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Fuente: Procesamiento estadistico. Test de normalidad de Lillieford = 0,135 p < 0,02

Cuadro 3. Analisis de varianza de la densidad lineal de mitosis (pm™,10%)
del epitelio de la piel del pabellon auricular post traumatico de ratones
isogénicos IOR tratado con quitina segin zonas estudiadas y tiempo del
experimento.

Suma de Grados . Valor de |Valor de
Fuente cuadrados de Cuadrados medios F
libertad P
Densidad 0,611 2 0,305 1,064 0,354
Error 12,907 45 0,287

Fuente: Procesamiento estadistico.
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