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RESUMEN

Se evalud el efecto de un parche biolégico, amnios, sobre la cicatrizacién
de heridas de piel completa en la parte distal de los miembros en caballos. Dos
heridas de 2,5 cm? fueron creadas quir(rgicamente sobre la cara dorsal del tercer
metacarpiano en cada miembro anterior de los caballos empleados en el estudio
(n = 16 heridas). Cada herida fue asignada en forma aleatoria a uno de los dos
grupos de tratamiento. Los vendajes evaluados fueron un parche permeable no
adherente de algodén envuelto en gasa (Grupo Control); y un parche de amnios

equino (Grupo Amnios).

El tiempo que tardo la epitelizacién completa de las heridas (herida cubierta
por epitelio) fue determinado para cada herida. Al momento de cada cambio de
vendaje, se determiné el area total de las heridas y se realiz6 un registro
fotogréfico de ellas para la posterior evaluacion del tejido de granulacién. Ademas,
se llevé a cabo la reseccion del tejido de granulacion cuando éste afectaba la

normal cicatrizacion.

Los analisis estadisticos fueron hechos utilizando la prueba de Wilcoxon
para comparar el tiempo de cicatrizacion completa. El area de la herida, y el efecto
del tratamiento y del tiempo sobre el puntaje total del tejido de granulacion, fueron
evaluados con analisis de varianza. Se utiliz6 un modelo de regresion logistica
para analizar los datos histolégicos, y Prueba de x* para evaluar la frecuencia de
reseccion del tejido de granulacion exuberante. Para todas las comparaciones, un

valor de p < 0,05 fue considerado significante.

El tiempo medio para la cicatrizacion completa fue: Grupo Amnios 42,63
dias; Grupo Control 55,38 dias. Este fue significativamente mayor (p < 0,05) en el
Grupo Control. En cuanto a la aparicion del nuevo tejido epitelial no se
encontraron diferencias significativas entre grupos. Las heridas del Grupo C

requirieron significativamente (p < 0,05) mayor frecuencia de reseccién del tejido



de granulacién (87,5 %) en comparacién con el Grupo A (12,5%). La calidad del
tejido de granulacion fue mayor en el grupo Amnios (p < 0,05). No se encontraron

diferencias significativas en el analisis de los datos histoldgicos.

En este estudio, el uso de los parches de amnios sobre heridas de piel
completa aceler6 la reparacion de las heridas e inhibio la formacion de tejido de
granulacion exuberante. Por lo tanto, puede ser integrado dentro de los
tratamientos destinados a mejorar la reparacion de las heridas de los miembros en

caballos.



SUMARY

The effect of the biologic dressing, amnion, on healing of full-thickness skin
on the distal limb were evaluated in horses. Two 2.5 cm? wounds were created
surgically over the dorsal aspect of the cannon bone of each limb of 8 horses (n =
16 wounds). Each wound was assigned randomly to 1 of 2 treatment groups.
Dresings evaluated were a nonadherent permeable gauze pad (Control Group),

and a dressing of equine amnion (Amnion Group).

Wound were assessed at each dressing change, to determine total wound
area, photographs of the wounds and excisions of granulation tissue. Complete
healing time (wound covered by epitelium) also was determined for each wound.
Statistical comparisons were made, using Wilcoxon test to compare the times of
complete healing; area of wound and the effect of treatment and time on the total
score of granulatin tissue, were evaluated with the analyses of variance, logistic
regression model was used to analize histologic data, and x* analyses was
performed on the incidence of exuberant granulation tissue. For all comparisons, a

value of p < 0.05 was considered significant.

Median time to complete healing was, Amnion Group: 42.63 days; Control
Group: 55.38 days. Time to complete healing was significantly longer (p < 0.05) for
wounds of Control Group. As for the first evidence of epitelium wasn’t observed
significant differences between groups. Wounds in Group C horses required
significantly (p < 0.05) more excisions of granulation tissue (87.5%) than did those
in Group A (12.5%). The quality of granulation tissue was higher in Amnion Group
(p < 0.05). There was no significant difference in the statistical analyses of the

histological data.

In this study, the use of amnion dressing on full-thickness skin wounds
acelerated wound repair, and inhibited the formation of exuberant granulation
tissue. Hence it may be integrated in a management strategy designed to improve

the rapair of limb wounds in horses.



INTRODUCCION

La piel es el 6érgano de mayor tamafio en el equino, actia a modo de
barrera ante agentes patdgenos y sustancias toxicas, previene la deshidratacion,
regula la temperatura, y protege del dafio a estructuras subyacentes.

Algunas veces la piel es incapaz de cumplir sus funciones producto de la
pérdida de su integridad, fenbmeno conocido como herida, el que puede ser

producido tanto por agentes externos como internos.

Los caballos, durante siglos, han logrado sobrevivir gracias a su velocidad y
a su respuesta natural al miedo, muchas veces actuando a ciegas ante el peligro.
Desde que el hombre lo domesticd, el caballo ha estado expuesto a una gran
variedad de elementos de contencidbn como: alambres, palos, metales y otros
objetos presentes en el ambiente, que potencialmente son capaces de producir
traumas. Si se conjugan estos dos factores, instinto y domesticacién, se evidencia
que en esta especie se dan condiciones ideales para la ocurrencia de heridas
(Britton, 1970).

En la practica, los veterinarios de equinos son frecuentemente llamados a
atender heridas, las cuales implican un intenso trabajo que muchas veces puede
llegar a ser muy costoso. Para minimizar los costos de tiempo y monetarios, los

veterinarios deben ser meticulosos en la seleccién del tratamiento.

Actualmente, en nuestro pais existen diversos tratamientos enfocados en
acelerar la reparacion de las heridas y mejorar la calidad de la cicatriz, pero aun
no existe consenso sobre el tratamiento ideal, aquél que combine efectividad a un

precio razonable.



El amnios, una membrana biolégica que normalmente es desechada luego
del examen post parto, ha demostrado ser eficiente en acelerar la reparacion de
heridas en otras especies. Sin embargo, en caballos no existen antecedentes
sobre la calidad de la cicatrizacion de las heridas sometidas a tratamientos con

amnios.

Es por esto que en el presente trabajo se estudiaran los efectos de la

membrana amnidtica sobre la reparacion de heridas en caballos.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La piel es el 6rgano de mayor tamafio y uno de los drganos mas

importantes en el cuerpo del caballo. Sin la piel, el caballo moriria (Rees, 2004).

La piel es un érgano que esta constituido por dos capas: la epidermis y la
dermis. La epidermis es la capa protectiva mas externa de la piel, constituida por
un epitelio escamoso estratificado, avascular y queratinizado que varia en grosor.
La dermis proporciona la conexién entre la epidermis y el tejido subcutaneo, esta
compuesta de colageno, fibras de elastina, glicosaminoglicanos y glicoproteinas;
proporcionando nutricion, soporte y fuerza tensil a la epidermis. La dermis ademas
incluye al foliculo piloso, las glandulas sudoriparas y sebaceas, el musculo erector
del pelo, los vasos sanguineos y linfaticos, y los nervios cutaneos (Riegel y
Hakola, 2003).

El espesor de la piel varia entre 1 mm y 5 mm dependiendo de la
localizacion corporal. Siendo mayor en el dorso y en las zonas proximales de los
miembros, y menor en la zona ventral del cuerpo y en la parte distal de los
miembros (Rees, 2004).

La piel y sus derivados constituyen un complejo 6rgano compuesto de
diferentes tipos celulares. La diversidad de esas células y su habilidad para
trabajar juntas proporcionan numerosas funciones que permiten al individuo

enfrentarse al ambiente externo (Ross et al., 2002).

Actia como una barrera que impide la pérdida de agua, electrolitos y
macromoléculas, y proporciona soporte a varios organos dentro del cuerpo.
Almacena vitaminas, grasas, carbohidratos, electrolitos, agua, proteinas y otros
materiales. Actia como barrera protectiva contra factores quimicos vy fisicos tales

como, el calor, el frio, los organismos microbiologicos, y la luz ultravioleta. Expresa



informacion sensorial al sistema nervioso, para calor, frio, tacto, dolor, y presion.
Regula la temperatura corporal a través del manto piloso (Rees, 2004). Participa
en la homeostasis a través de la regulacion de la temperatura corporal y la pérdida
de agua (Ross et al., 2002). Regula la presién sanguinea, a través, de cambios en
la vascularidad periférica. Produce estructuras queratinizadas tales como, el pelo,
los cascos y la capa mas externa de la epidermis. Es un Organo secretor y
excretor, a través de las glandulas sebaceas y sudoriparas, que incluye factores
antimicrobiales. Provee flexibilidad, elasticidad, y resistencia para permitir la
configuracion y forma. Participa en la inmunovigilancia a través de linfocitos y
células de Langerghan. Es un indicador de la salud general del individuo (Rees,
2004).

Ademas, ciertas sustancias liposolubles pueden ser absorbidas a través de
la piel. Aunque no es una funcion de la piel, ésta propiedad es frecuentemente

utilizada en la administracién de agentes terapéuticos (Ross et al., 2002).

Los caballos frecuentemente sufren heridas en relacion a su hébitat, su uso,
y su instinto natural (Gomez y Hanson, 2005). En un estudio de heridas en
caballos realizado en 19 escuelas de Medicina Veterinaria en Estados Unidos, los
miembros fueron por lejos los méas afectados, con un 72% de lesiones en los
miembros anteriores y un 51% en los miembros posteriores (Baxter, 1998). Un
namero considerable de animales no son capaces de continuar su carrera
deportiva como consecuencia de claudicaciones persistentes, aumento de
volumen de las extremidades y amplias escaras, producto de la reparaciéon de las
heridas (Wilmink y van Weeren, 2005).

La mayoria de las heridas en los caballos pueden ser clasificadas como

incisiones, laceraciones, avulsiones y punciones (Baxter, 1998).

Incisiones: son producto de objetos afilados, tales como bisturi, vidrios, o metal.

Los bordes de la piel son pulcramente escindidos, causando un minimo trauma y



contaminacion del tejido adyacente. La mayor preocupacion que se debe tener
con estas heridas es la profundidad de la incision y si involucra o no estructuras
profundas como tendones o capsulas articulares. Por lo general, en las incisiones

se aplica el cierre primario de la herida (Baxter, 1998).

Laceraciones: heridas generalmente causadas por alambres, puertas de metal, o

cualquier objeto angulado. Los bordes de la herida son irregulares y son de

variable contaminacion y trauma del tejido blando adyacente (Baxter, 1998).

Avulsiones: heridas en que el tejido ha sido arrancado, cominmente ocurren en la
parte dorsal de metacarpos o metatarsos y tarsos. Produce extenso dafio del
tejido adyacente y secundariamente a estructuras mas profundas, tendones y
hueso. La formacion de secuestros es comun después de este tipo de heridas
cuando el hueso es expuesto. La gran mayoria de estas heridas debe ser

manejada mediante cicatrizacion por segunda intencion (Baxter, 1998).

Punciones: son causadas por objetos afilados que penetran los tejidos, tales como
clavos, tornillos, palos y astillas. A variables profundidades con minimo dafio
superficial. La mayoria de las punciones lucen como benignas pero pueden
resultar en serias lesiones, por las siguientes razones: el objeto acarrea suciedad,
desechos y bacterias profundamente en la herida, la herida puede penetrar
estructuras sinoviales. Ademas, la herida externa es pequefia lo que impide un
buen drenaje, y la profundidad y localizacion de la herida es dificil de determinar
(Baxter, 1998).

La mas comun de las heridas sufridas por los caballos es la laceracion. Las
laceraciones ocurren con mayor frecuencia en la parte distal de los miembros. A
su vez, las grandes pérdidas de tejido, la excesiva tension de la piel, la
contaminacion, e infeccién dificultan el tratamiento de estas heridas por cierre
primario y cicatrizacion por primera intencion (Gomez y Hanson, 2005). Un

estudio de caracter retrospectivo en caballos, determin6 que solo un 24% de éstas



heridas fueron tratadas en forma exitosa por medio de su cierre primario (Theoret,
2006).

La cicatrizacion por segunda intencion de las heridas en la parte distal de
los miembros es mas complicada en los caballos que en otras especies
domeésticas como resultado de varios factores. Dentro de los que se incluyen la
minima irrigacion sanguinea en la porcion distal de los miembros, cantidades
minimas de tejido subcutaneo, hipoxia, dificultad para inmovilizar el area y escasa

musculatura cutanea (Shwartz et al., 2002).

El método de cicatrizacion por segunda intencion en la parte distal de los
miembros es lento y esta sujeto a complicaciones, particularmente a la formacién
de excesivo tejido de granulacion, lo que dificulta la contraccién y epitelizacion de
las heridas (Bertone, 1989). Ademds, que el epitelio formado durante la
cicatrizacion por segunda intencion es fragil y facilmente traumatizable (Goodrich
et al., 2000). Esas dificultades comprometen particularmente a las heridas de los
miembros, mientras que las heridas ubicadas en el cuerpo sanan relativamente

bien y en un periodo de tiempo menor (Wilmink y van Weeren, 2005).

La reparacién de heridas por segunda intenciéon puede ser dividida en

cuatro eventos:

Inflamacion: durante esta fase las células polimorfonucleares (PMN) y macréfagos
migran hacia el sitio de la herida para limpiarla de bacterias y de tejido no viable.
Ademas, los macréfagos liberan varias sustancias biolégicamente activas que son
esenciales para el reclutamiento de mas células inflamatorias y de células
mesenquimaticas, iniciando asi el proceso de reparacion (Wilmink y van Weeren,
2005).



Formacion del tejido de granulacién: fibroblastos, células endoteliales y

macrofagos se mueven dentro del espacio de la herida como una unidad y son
dependientes unos de otros. Los macrofagos proporcionan citoquinas y factores
de crecimiento necesarios para la estimulacion de la fibroplasia y angiogénesis.
Los fibroblastos constituyen la nueva matriz extracelular (MEC) necesaria para dar
soporte a las células en crecimiento. Los vasos sanguineos transportan el oxigeno
y los nutrientes necesarios para el metabolismo celular. Los fibroblastos usan la
malla de fibrina como una matriz provisoria y rapidamente es reemplazada por una
nueva MEC constituida por glicoproteinas, proteoglicanos y colageno. El tejido de
granulacion llena el espacio y es la base para la contraccion de la herida y la

migracion epitelial (Wilmink y van Weeren, 2005).

Contraccion de la herida: es causada por la accion de fibroblastos diferenciados

(miofibroblastos) en el tejido de granulacion, los que contienen filamentos de
musculo liso. La contraccion de esos fibroblastos hace que los margenes de la
herida se muevan en forma centripeta, reduciendo el area de la herida. La
contraccion de la herida determina la velocidad de la reparacion por segunda
intencion y el aspecto cosmético final de la cicatriz (Wilmink y van Weeren,
2005).

Epitelizacién: ocurre durante la fase final del cierre de la herida y es un proceso
lento. Aunque la epitelizacion comienza pocas horas después del trauma con la
migracion de las células epiteliales, macroscépicamente, ésta se puede observar
varios dias después de producida la herida. El nuevo epitelio carece de
estructuras anexas a la piel, y es delgado y fragil porque tiene sélo unas pocas
proyecciones epidérmicas, y esta parte de la herida sigue siendo visible como una

cicatriz superficial (Wilmink y van Weeren, 2005).

La formacion de tejido de granulacion exuberante es una complicacion
frecuente en la reparacion por segunda intencion de las heridas en la parte distal

de los miembros en los caballos. El tejido de granulacion exuberante suele tener



apariencia poco saludable, su superficie estd plegada formando muchos surcos y
hendiduras, y habitualmente sobresale por encima de los bordes de la herida. Las
hendiduras contienen depdsitos de fibrina que no fueron retirados por la respuesta

inflamatoria aguda (Wilmink y van Weeren, 2005).

El tejido de granulacion exuberante puede disminuir la tasa de contraccion y
epitelizacion de la herida pues actia como una barrera fisica que impide el
movimiento de los margenes de las heridas y del epitelio que esta avanzando
(Hanson, 2006).

Existen diferentes tratamientos que han sido recomendados para reducir el
tejido de granulaciébn y mejorar la cicatrizacion por segunda intencion de las
heridas de la parte distal de los miembros en equinos. Sin embargo, las heridas
que cicatrizan por segunda intencidon son usualmente manejadas con vendajes

(Gomez y Hanson, 2005).

Los vendajes pueden ayudar en la cicatrizacién por segunda intencion de
varias maneras:
¢ Reducen la contaminacién y proporcionan proteccion ante futuros traumas
(Baxter, 1998).

e Absorben el exudado inflamatorio, creando un ambiente mas propicio para

la cicatrizacion de las heridas (Baxter, 1998).

¢ Reducen la pérdida de dioxido de carbono desde la herida, de esta forma
provocan una disminucion en el pH de la herida. Este efecto hace que la
curva de disociacion de la oxihemoglobina se desplace hacia la izquierda,

liberando asi mas oxigeno a los tejidos (Baxter, 1998).

e Producen un aumento de la humedad y de la temperatura (Baxter, 1998).



e Producen un efecto de aplanamiento en la superficie de la herida,

promoviendo la epitelizacion y contraccion de la herida (Baxter, 1998).

La cicatrizacion de las heridas en los miembros de los caballos, tanto por
primera como por segunda intencion, es a menudo retrasada producto de la
distension de la herida, como resultado de una inflamacion crénica, y/o del
excesivo movimiento en el sitio de la herida. Existen diferentes tipos de vendajes
que son usados para controlar esa distension, proporcionar adhesion, e inmovilizar
el area para asi minimizar el dafio del tejido que se estd formando (Gomez y
Hanson, 2005).

Los vendajes estan normalmente compuestos por tres capas:

Capa primaria 0 capa de contacto: que a menudo es llamada parche. Explicada

mas adelante con mayor detalle.

Capa secundaria o intermedia: cuyo propdsito es absorber agentes deletéreos (por

ejemplo: suero, sangre, exudado, bacterias, detritus celulares) desde la herida.
Esta capa intermedia debe ser capaz de absorber la humedad, proteger la herida
de traumas y evitar el movimiento excesivo de la zona. Los materiales utilizados
como capa secundaria deben ser cuidadosamente aplicados para ajustarse a la

forma de la zona afectada (Gomez y Hanson, 2005).

Capa terciaria 0 externa: usualmente esta compuesta por materiales mas rigidos

que las capas anteriores. El propdsito de la capa externa es mantener a la
segunda capa en su lugar, prevenir la contaminacion y trauma, proveer adherencia
para asi minimizar la expansion del sitio afectado con el consecuente incremento
de la tension de los bordes de la herida, y disminuir el rango de movimiento

(Gomez y Hanson, 2005).



El parche ideal es capaz de proporcionar y mantener un ambiente éptimo, y
un adecuado intercambio gaseoso en la superficie de la herida lo que favorece la
fase proliferativa de la reparacion, particularmente la epitelizacion. Los parches
deben también proteger la herida de infecciones y proveer aislamiento térmico. Un
parche ideal ocluye el espacio muerto, permite una remocion atraumatica del
excesivo exudado desde la superficie de la herida, y es facil de manipular y no

antigénico (Gomez y Hanson, 2005).

Los parches pueden ser clasificados como sintéticos, semi-sintéticos o

biolégicos.

Parches Sintéticos: son compuestos fabricados por el hombre o materiales

plasticos en forma de gasa, peliculas, aerosoles o gel (Gomez y Hanson, 2005).

Parches Semi-sintéticos: son una combinacion de productos sintéticos y biolégicos

(Gomez y Hanson, 2005).

Parches Biolégicos: son obtenidos desde fuentes naturales e incluyen al amnios,

piel de cadaveres humanos y piel de otras especies, asi como a bio-materiales
compuestos de varias proteinas o cultivos de células presentes en la cicatrizacion
de heridas. Los parches bioldégicos a menudo ejercen efectos benéficos sobre la
herida ademas de ser una capa protectora (Gomez y Hanson, 2005).

Segun la capacidad para adherirse a la herida los parches son clasificados
en adherentes y no adherentes. De acuerdo a la capacidad de permitir el paso de
exudado Yy vapores, los parches son clasificados en oclusivos, semi-oclusivos, o0

permeables (Gomez y Hanson, 2005).

En los dltimos afios, el interés se ha enfocado en las ventajas de los
parches oclusivos para el tratamiento de heridas. Los parches oclusivos actuan

como barrera fisica para inhibir la contaminacion por bacterias patogenas,

10



estimulan la sintesis de colageno, y reducen la pérdida de fluidos desde los tejidos
dafiados. Desde su introduccion en 1962, los parches oclusivos han probado
disminuir, cerca de un 50%, el tiempo de cicatrizacion de heridas de piel completa

en humanos (Ramsey et al., 1995).

Los parches oclusivos biolégicos, tales como la piel de cerdo y la de
cadaveres humanos, son frecuentemente usados en seres humanos pero son
poco usados en medicina veterinaria principalmente porque su costo es muy alto y
su disponibilidad es escasa. El amnios de origen humano es otro parche biolégico
que ha sido usado en el tratamiento de grandes heridas de piel y quemaduras en

seres humanos desde principios del siglo XX (Ramsey et al., 1995).

El amnios es esencialmente una capa de células epiteliales superpuestas
en una matriz que contiene gran cantidad de colageno vy fibroblastos dispersos
(Gomez y Hanson, 2005).

La membrana amniética tiene muchas caracteristicas de un vendaje ideal
(Bighie et al., 1991). El amnios se adhiere y se ajusta a la superficie de la herida,
y posee baja inmunogenicidad como resultado de su origen fetal (Baxter, 1998).
Su naturaleza oclusiva previene la pérdida de proteinas, fluidos y electrolitos
desde los tejidos dafiados, y ayuda a controlar la contaminacién bacteriana
(Gomez y Hanson, 2005). Disminuye el dolor en el sitio de la herida, y promueve

un retorno temprano a la movilidad del sitio afectado.

Una de las ultimas propiedades descubiertas del amnios es su habilidad
para disminuir el niumero de bacterias en la herida y estimular la re-epitelizacion.
En contraste con los otros parches bioldgicos, los parches de amnios equino estan
disponibles y son faciles de obtener para ser usados en medicina veterinaria
(Ramsey et al., 1995).

11



Estudios realizados en ponis sostienen que el amnios puede ser usado en
heridas de la parte distal de los miembros acelerando el tiempo de cicatrizacion de
éstas (Goodrich et al., 2000). Sin embargo, hasta la fecha no se han realizado
estudios que indiquen la calidad de esa cicatriz. Ademas, las heridas sobre la
parte distal de los miembros y sobre el cuerpo de los ponis, sanan mucho mas
rapido y de manera mas favorable que las mismas heridas en caballos (Wilmink
et al., 1999).

El bajo costo, la facilidad de obtencion y la capacidad de ser almacenados
hacen del parche de amnios equino una muy buena alternativa a probar en
caballos, es por esto que el presente estudio busca proporcionar antecedentes

para el empleo de este parche biolégico en nuestro pais.

12



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de los parches de amnios equino sobre el tiempo y

calidad de la reparacion de heridas inducidas experimentalmente en caballos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Conocer el tiempo de cicatrizacion de la herida al utilizar parches de

amnios equino.

« Conocer las caracteristicas del tejido de granulacion al usar parches de

amnios equino.

* Realizar un estudio histolégico para establecer la calidad de Ila

cicatrizacion al utilizar parches de amnios equino.

13



MATERIAL Y METODOS

MATERIALES

¢ Animales Experimentales:

- Ocho caballos.

e Anestésico y Tranquilizante:
- Lidocaina 2%.
- Xilacina 10%.

e Material Quirurgico:
- Lavador quirdrgico.
- Pinzas quirurgicas.
- Bisturi N° 3.
-Molde de 2,5 X 2,5 cm.
- Guantes N° 7 Y.
- Apositos estériles.

¢ Antiinflamatorio No Esteroidal:

- Fenilbutazona.

e Oftros:
- Jeringas desechables.
- Algodon.
- Alcohol 70°.
- Clorhexidina 0,05%.
- Acido acético 0,25%.
- Suero fisiolégico NaCl 0,9%.
-Vendas elasticas desechables.
-Vendas de gasa 1,5 m X 10 cm.
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En este estudio se emplearon 8 caballos clinicamente sanos, estado que se
determind mediante anamnesis, examen clinico y examenes complementarios de

laboratorio: Hemograma y Perfil bioquimico.

Previo al estudio los ejemplares fueron desparasitados y permanecieron en

pastura por cuatro semanas.

Durante el estudio los ejemplares estuvieron alojados en pesebreras de 3 X
3 my fueron alimentados con heno de alfalfa a libre disposicién y agua también ad

libitum.

Los caballos fueron examinados diariamente por signos de incomodidad,
cojeras, enfermedades sistémicas, mantencién apropiada del vendaje, ademas de
un completo examen clinico hasta que la totalidad de las heridas estuvieron

completamente cicatrizadas.

A cada animal se le asign6 un numero y se completé una ficha clinica
individual, incluyendo los datos que se obtuvieron del examen clinico y examenes

de laboratorio complementarios (ver anexo N° 1).

El protocolo experimental utilizado en este estudio fue aprobado por el
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la

Universidad de Chile (ver anexo N © 2).
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Obtencién y almacenamiento del amnios.

Las placentas fueron recolectadas dentro de dos horas post parto desde
potrillos nacidos de yeguas sin antecedentes de enfermedad pre ni peri parto. El
amnios fue separado desde la porcidén coridnica de la placenta, cercano a la
convergencia de los vasos umbilicales. La contaminacion visible fue removida por
medio de irrigacion a presion con suero fisiologico (NaCl 0,9%) estéril junto con

desbridamiento manual, empleando guantes estériles.

Luego el amnios fue expuesto sobre un pafio de campo estéril y
posteriormente cortado en segmentos de 5 X 5 cm. Los segmentos fueron
colocados en una solucion de clorhexidina al 0,05%. El amnios en la solucion fue
refrigerado a 4° C. Luego de 24 horas los segmentos fueron lavados en forma
secuencial en 6 soluciones estériles, segun lo descrito por Ramsey et al. (1995).
La primera base contenia clorhexidina 0,05%, la segunda suero fisioldgico (NaCl
0,9%) estéril, la tercera con solucién de acido acético 0,25%, la cuarta solucién
suero fisiolégico (NaCl 0,9%) estéril, la quinta solucién clorhexidina 0,05% y la
ltima solucién suero fisiolégico (NaCl 0,9%) estéril. Después del ultimo lavado,
los segmentos de amnios fueron posicionados en recipientes estériles que
contenian 8 segmentos cada uno, en solucion de clorhexidina al 0,05%. Dentro de
los cuales fueron almacenados en refrigeracién a 4° C hasta el momento de su

empleo en el estudio.
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Figura 1. Procesamiento y almacenamiento de los parches.

Previo a comenzar la aplicacién de los parches, se enviaron muestras de
parche de amnios para su estudio microbiol6gico (ver Anexo 3). El analisis fue
realizado en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, el cual determin6é que al
cultivo para bacterias aerobias y facultativas, las muestras resultaron negativas a

desarrollo bacteriano.
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Disefio Experimental.

Se determin0 el numero de muestras utilizadas considerando el
antecedente que la variable “tiempo de cicatrizacion” para heridas de las mismas
caracteristicas que las realizadas en este estudio tiene (Goodrich et al., 2000):

- Desviacion estandar = 2,76.

- Diferencia entre grupos =5 dias.

- a =0,05.

- Potencia = 95%.

Por lo tanto, se utilizaron un total de ocho muestras Grupo Amnios y ocho

muestras Grupo Control. Para este efecto se utilizaron 8 ejemplares.

Se formaron dos grupos de tratamientos:

» Grupo Parche Amnios: recibié un parche de amnios (n = 8).

» Grupo Parche Control: recibié un parche convencional, compuesto por un

trozo de algoddn envuelto en gasa (n = 8).

Los parches convencionales fueron procesados y almacenados de igual
manera gue los parches de amnios (ver figura 1).

Las capas secundarias y terciarias del vendaje fueron iguales para ambos
grupos, la capa intermedia fue una venda de gasa y la tercera capa una venda

elastica desechable.

Cada caballo fue su propio control, y la asignacion del tratamiento fue realizada
al azar, teniendo en consideracién las recomendaciones realizadas por el Comité
de Bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad
de Chile.
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Tabla 1. Asignacion de los grupos tratamientos.

Caballo Grupo Parche Amnios Grupo Parche Control
1 Metacarpo Izquierdo Metacarpo Derecho
2 Metacarpo Izquierdo Metacarpo Derecho
3 Metacarpo Derecho Metacarpo Izquierdo
4 Metacarpo Derecho Metacarpo Izquierdo
5 Metacarpo Derecho Metacarpo Izquierdo
6 Metacarpo Izquierdo Metacarpo Derecho
7 Metacarpo Derecho Metacarpo Izquierdo
8 Metacarpo Izquierdo Metacarpo Derecho

Procedimiento quirdargico para lainduccion de heridas y un tratamiento.

Los caballos se encontraban en ayuno de 12 horas previo a la cirugia. La
sedacion fue inducida con xilacina a dosis de 0,5 mg/kg., E. V. (ver Figura 2). Se
aplicé anestesia local en cada zona quirurgica para lo cual se utilizé lidocaina 2%
(ver Figura 3). Esto proporcioné insensibilidad en la zona durante un tiempo

mayor al requerido para la cirugia.

En cada caballo se selecciond, previo al inicio del estudio, en forma
aleatoria la aplicacibn de cada tratamiento. Se utilizaron ambos miembros
anteriores, los cuales fueron depilados y preparados en forma aséptica para la
cirugia. Luego en cada miembro seleccionado se removio una seccion completa

de piel de 2,5 X 2,5 cm desde la cara dorsal del metacarpo en su punto medio.

Se utilizé un bisturi N ° 3 y un molde (ver figura 4 letra D), ambos estériles,
para alcanzar la uniformidad de las heridas. Se aplicé un vendaje delgado sobre
cada una de las heridas de modo de controlar la hemorragia, por las primeras 24

horas. El vendaje consistia en un apdsito estéril asegurado por una venda de gasa
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estéril de 10 cm en cuyo extremo se puso cinta adhesiva para la sujecion. Los
caballos fueron tratados con fenilbutazona (2,2 mg/kg. EV) cada 12 horas por dos

dias luego de la cirugia.

Figura 2. (A) y (B) Sedacion del paciente.

: 5 s : o
2 N R o 'S ’

Figura 3. (A) Depilacion de la zona quirdrgica; (B) Aplicaciéon de anestesia local; (C)
Preparacién aséptica de la zona quirdrgica.
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Figura 4. (D) Visualizacién de la posicion del molde sobre la zona quirdrgica; (E)
Incision de la piel que da origen a la muestra; (F) Aplicacion de vendaje compresivo.

Evaluaciéon de la cicatrizaciéon de las heridas.

Los vendajes fueron cambiados las dos primeras semanas cada dos dias y
posteriormente cada tres dias hasta que ocurrié una completa cicatrizacién de las
heridas. La cicatrizaciéon fue considerada completa cuando la superficie de la
herida estuvo completamente cubierta con epitelio (Goodrich et al., 2000). Al
momento de cada cambio de vendaje las heridas fueron limpiadas con una gasa

estéril y suero fisiologico (NaCl 0,9%) esteéril.

Evaluacion Macroscépica.

La informacion recopilada para cada herida fue: El dia en que por primera
vez se observo el nuevo epitelio. El tiempo que tardd la cicatrizacion completa.

Ademas, se tomé una fotografia con camara digital utilizando una escala numérica
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bidimensional graduada en milimetros, a cada momento en que se cambio el

vendaje para evaluar progresion de la retraccion cicatricial.

Se registro también, el nimero de veces que el tejido de granulacion fue
escindido. Para este efecto, la cantidad de tejido de granulacion fue graduada

segun la escala de Goodrich et al.(2000):

= Grado 1: tejido de granulacion bajo el nivel de los bordes de la piel.

» Grado 2: tejido de granulacion al nivel de los bordes de la piel.

» Grado 3: tejido de granulacién sobre el nivel de los bordes de la piel.

= Grado 4: tejido de granulacion sobre el nivel de los bordes de la piel y

proyectandose sobre el borde del epitelio que va avanzando.

Para este estudio los grados 3 y 4 fueron considerados como tejido de

granulacion exuberante y fueron escindidos con una hoja de bisturi N © 3.

Para realizar la evaluacion del tejido de granulacion, se utilizé6 una escala
predeterminada, descrita por Ducharme-Desjarlais et al., para medir las

siguientes variables:

* Protuberancia del tejido de granulacién:
0=No 1 = Medio 2 = Marcada.

= Calidad del tejido de granulacion:

0 = Plano 1 = Rugoso.

= Color del tejido de granulacion:

0 = Rosado 1 = Amarillo o rojo oscuro.

El puntaje total (valor maximo de 4) fue calculado en base a la importancia

asignada a cada criterio, siendo éste el siguiente:
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Protuberancia = 50% Calidad = 25% Color = 25%.

Las muestras con puntaje cero o cercano a cero, fueron consideradas de

mejor calidad.

Procedimiento para la obtencion de las biopsias.

Una vez finalizado el proceso de cicatrizacién se tomaron biopsias desde el
centro de cada lesion para evaluar la calidad de la cicatriz. Al momento de obtener
la biopsia los caballos fueron sedados con xilacina (0,05 mg/kg. E. V.) y los sitios
de obtencion de las muestras fueron preparados en forma aséptica e infiltrados

con lidocaina 2% para proporcionar insensibilidad durante el procedimiento.

Evaluacion Histoldgica.

El analisis y procesamiento de las muestras se realizé en el Laboratorio de
Patologia Clinica de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile. Para cada muestra se realizé una tincion de Hematoxilina-
Eosina y una tincién Mallory que es una técnica especifica para el estudio de tejido

conectivo.

La evaluacion histologica fue realizada a través de un estudio ciego, por lo
tanto el observador desconocia el grupo al cual pertenece cada muestra de
biopsia y evalué las muestras segun un método previamente estandarizado

(Ducharme-Desjarlais et al., 2005). Se evaluo:

e Grado de inflamacion:

0 = nada, 1 = minima, 2 = moderada, y 3 = marcada.
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e Angiogénesis.

0 = nada, 1 = minima, 2 = moderada, y 3 = marcada.

e Fibrosis.

0 = nada, 1 = minima, 2 = moderada, y 3 = marcada.

e Hiperplasia epitelial.

0 = nada, 1 = minima, 2 = moderada, y 3 = marcada.

Las muestras con puntaje cero o cercano a cero, fueron consideradas de

mejor calidad.

Anélisis estadistico.

La variable tiempo de cicatrizacion se compar6é mediante la prueba de

Wilcoxon para muestras asociadas.

Para comparar el area de las heridas se utilizdé un modelo lineal de
mediciones repetidas, con tratamiento y tiempo como factores dentro de

individuo, mediante Andlisis de Varianza.

Para evaluar la asociacién entre frecuencia de reseccion y el grupo de

tratamiento se utilizd la prueba de hipétesis de independencia de x°.

Para analizar el efecto del tratamiento y del tiempo sobre el puntaje total del
tejido de granulacion, se utilizé un modelo lineal de mediciones sucesivas, con
el tiempo y tratamiento como factores dentro de grupo, mediante Analisis de

Varianza
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» Para determinar la calidad de la cicatriz se utilizO un modelo de regresion

logistica para analizar los datos histoldgicos.

En todas las comparaciones se consideré un valor de p < 0,05 como
estadisticamente significativo. Los valores obtenidos en los diferentes andlisis se

procesaron estadisticamente mediante el programa InfoStat (version 2004).
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RESULTADOS

Andlisis Microbioldgico.

La evaluacion microbioldgica de los parches empleados en el estudio reveld
gue se encontraban negativos al desarrollo bacteriano, al momento de comenzar

el estudio (ver anexo N ° 3).

Todos los vendajes permanecieron intactos durante la recuperacion de la
anestesia y entre cada cambio de vendaje. En un 62,5% de las heridas
pertenecientes al grupo parche control (Grupo C), el parche se adhirié a la herida
durante los primeros 15 dias del estudio. La remocion de estos vendajes estuvo
asociada con incomodidad y hemorragia. En cambio, los vendajes del grupo

parche de amnios (Grupo A), no presentaron dificultades en su remocion.

Cantidades moderadas a abundantes de exudado fueron encontradas en 6
de las heridas pertenecientes al Grupo C, y en 1 del Grupo A. Solamente se
realiz6 una apreciacion subjetiva del exudado encontrado en los vendajes al
momento de cada cambio. Sin embargo, existian notables diferencias entre
grupos. Las heridas pertenecientes al Grupo A tuvieron minimas cantidades de
exudado claro y de aspecto gelatinoso bajo el parche de amnios. No obstante,
cantidades moderadas y abundantes de exudado amarillo y denso fue observado

en los vendajes del Grupo C.

El examen clinico general de los individuos empleados en el estudio estuvo

siempre en la normalidad.
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Aparicion del nuevo epitelio.
Los dias en que se observé por primera vez el nuevo epitelio fueron entre
los dias 4 y 9. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos.

Tabla 2. Dia que por primera vez se observa el nuevo epitelio.

Grupo Variable n Media+D.E. Minimo Maximo
A Dia aparicién nuevo epitelio 8 6,63 + 2,33 4 9
C Dia aparicién nuevo epitelio 8 6,13+ 1,89 4 9

Grupo C = control; Grupo A = amnios.

D. E.: Desviacion estandar.

Tiempo de Cicatrizacion

Los dias necesarios para la completa cicatrizacién fueron significativamente
diferentes entre los grupos. Las heridas vendadas con amnios cicatrizaron
significativamente mas rapido (p < 0,05; media de 42,63 dias) que las heridas del
Grupo C (media de 55,38 dias; Tabla 3).

Los dias en que ocurrio la completa cicatrizacibn en ambos grupos
estuvieron entre 35 y 63 dias (media de 47 dias). Nueve heridas cicatrizaron en
menos de 47 dias. De esas, ocho pertenecian al Grupo Ay una al Grupo C. Cinco
heridas requirieron mas de 56 dias para obtener la cicatrizacidbn completa, todas
ellas pertenecian al Grupo C. Todas las heridas del grupo A no requirieron mas de

46 dias para alcanzar su completa cicatrizacion.
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Tabla 3. Comparacién de los dias que tard6 la cicatrizacion completa de las

heridas en la parte distal de los miembros.

Grupo N ° de Heridas Minimo Maximo Media £ D. E.
A 8 35 46 42,63 + 3,89
C 8 43 63 55,38 + 6,00

Existe diferencia estadisticamente significativa entre grupos (p < 0,0005).
Grupo C = control; Grupo A = amnios.

D. E.: Desviacion estandar.

Retraccion Cicatricial

La retraccion cicatricial fue relacionada inversamente con el area total de la
herida. Durante los primeros 4 dias la media del area de las heridas de los Grupos
A y C aumentaron desde 625 mm? y 625 mm? a 766,69 mm? y 799 mm?,
respectivamente. Sin existir diferencias significativas entre grupos (p < 0,05).
Desde el dia 4 hasta el dia 63, el area total de las heridas de los dos grupos

estuvo en disminucion.

La media del area total de las heridas durante los dias 7 y 18 fue menor en
el Grupo A, con diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Durante los
dias 21 y 25 no existieron diferencias significativas entre grupos. Sin embrago,
desde el dia 25 hasta el dltimo dia de evaluacion, existieron diferencias
significativas (p < 0,05) en cuanto a la media del area total de las heridas, siendo

menores las areas de las heridas pertenecientes al Grupo A.
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Figura 5. Relacion entre los dias y la media del area de la herida medida en mm?.

900 1
800 —-—a—.\\

700 /

600 / \\\
500 Grupo A
400 \ —— Grupo C
300 \\

200 \-\.\‘\-\.\
100 .

T T T T T T T T T T T T T T T LN et e

0 1 4 7 9 1115 18 21 25 28 30 32 35 39 43 46 50 53 57 60 63

Dias

Area (mm2)
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Tabla 4. Area total de las heridas (mm?).

significativas entre grupos.

El simbolo (*) indica diferencias

Dias Grupo N Media + D. E. Minima Maxima
0 A 8 625 + 0 625 625
0 C 8 625+ 0 625 625
1 A 8 787,25 + 32,99 750 837
1 C 8 796,75 + 32,15 756 837
4 A 8 766,69 + 53,96 687,5 840
4 C 8 799.00 + 49,92 750 900
7 A 8 693,25 + 71,01* 600 825
7 C 8 790,75 + 38,61* 742 825
9 A 8 618,94 + 66,67 538 756
9 C 8 770,50 + 77,44" 657,5 900
11 A 8 563,25 + 60,82 500 687,5
11 C 8 717,69 + 97,14 587,5 900
15 A 8 508,38 + 60,11 400 600
15 C 8 659,56 + 99,21" 552 840
18 A 8 418,88 + 76,96 300 563
18 C 8 595,88 + 102,5 480 784
21 A 8 348,75 + 74,58 225 480
21 C 8 523,38 + 101,06 400 720
25 A 8 257.00 + 89,38 120 400
25 C 8 423,06 + 117,03 262,5 625
28 A 8 205,38 + 60,98" 100 300
28 C 8 335,38 + 97,73 150 488

30 A 8 152,56 + 48,65 66,5 196
30 C 8 273,88 + 75,85 104 360
32 A 8 113,69 + 51,38* 32,5 165
32 C 8 235,31 + 74,29* 66,5 300
35 A 7 77,81 + 49,48* 0 125
35 C 8 181,94 + 61,36* 38,5 240
39 A 6 41,56 + 37,65* 0 100
39 C 8 152,94 + 60,27* 10,5 203
43 A 3 12,25 + 20,01* 0 48
43 C 7 121,25 + 55,9* 0 188
46 A 0 0* 0 0

46 C 7 94,06 + 46.21* 0 160
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Frecuencia de reseccion

En el estudio se evidencio asociacion entre la frecuencia de reseccion vy el
grupo tratamiento (p < 0,05) a favor del Grupo C. De las 16 heridas del estudio, 8
(50%) presentaron tejido de granulacion exuberante (grados 3 - 4, segun Goodrich
et al.). Por lo que el tejido de granulacion les fue escindido al menos una vez

durante el estudio (Tabla 5).

De las ocho heridas que presentaron tejido de granulacion exuberante, siete
pertenecian al Grupo C (87,5%). De estas siete, 3 fueron escindidas una vez, 3
dos veces, y 1 tres veces. La Unica herida del Grupo A que presenté tejido de

granulacion exuberante debid ser escindida en dos oportunidades.

Las mdltiples escisiones resultaron con medias de escisiones por herida de

0.25 y 1.5 para los Grupos A y C, respectivamente.
La reseccion del tejido de granulacion exuberante comenzo a ser necesaria
el dia 9 para el Grupo C y el dia 25 para el Grupo A. La ultima reseccion ocurri6 el

dia 43 para el Grupo C y el dia 28 para el Grupo A.

Existen diferencias significativas (p < 0,05) entre los grupos para el

desarrollo de tejido de granulacion exuberante (Figura 7).
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Tabla 5. Andlisis estadistico de la frecuencia de reseccion del tejido de

granulacion exuberante.

Grupo N ° de heridas N °de heridas con % de heridas con
T. G. grado 3-4 T. G. grado 3-4
A 8 1 12,52
C 8 7 87,5

Tejido de granulacién grados 3 y 4, fueron aquellas heridas en que se escindié el
tejido de granulacién exuberante.

Grupos con letras diferentes tienen diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05).

Figura 7. Porcentaje de heridas por grupo, que desarrollaron tejido de granulacion

exuberante.
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Existen diferencias significativas entre grupos (p < 0,05).
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Evaluacion del tejido de granulacion

Los andlisis estadisticos revelaron efectos significativos del tratamiento (p <
0,0001), del tiempo (p < 0,0001) y de la interaccién tiempo — tratamiento (p <

0,0001) sobre el puntaje total del tejido de granulacion.

El analisis estadistico demuestra que el puntaje total del tejido de
granulacion fue menor en el Grupo A que en el Grupo C (p < 0,05). Indicando una
calidad superior del tejido de granulacién de las heridas tratadas con parches de

amnios.

Figura 8. Fotografias de la parte distal de ambos
miembros anteriores de un caballo 12 dias después de la
cirugia. A: tejido de granulacion plano, saludable y con
crecimiento de epitelio en los bordes; en una herida
vendada con amnios. B: tejido de granulacion exuberante
(grado 1ll) en una herida vendada con parche control.
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Figura 9. Puntaje total del tejido de granulacion por grupos.
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Ver Tabla 2 para definicion de grupos.
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3 A 8 0,44 + 0,40 0,00 1,00
3 C 8 0,44 +£0,44 0,00 1,00
6 A 8 0,34+0,34 0,00 1,00
6 C 8 1,09 +1,09 0,25 1,50
9 A 8 0,78 + 0,49 0,00 1,50
9 C 8 1,28 + 0,16 1,00 1,50
12 A 8 0,59 £ 0,27 0,00 0,75
12 C 8 1,00 + 0,30 0,50 1,25
15 A 8 0,16 + 0,27 0,00 0,75
15 C 8 0,97 +0,31 0,75 1,50
18 A 8 0,28 + 0,39 0,00 0,75
18 C 8 0,78 +0,21 0,50 1,25
21 A 8 0,13+0,23 0,00 0,50
21 C 8 1,00+ 0,35 0,75 1,50
24 A 8 0,28 £ 0,28 0,00 0,75
24 C 8 0,63+ 0,27 0,00 0,75
27 A 8 0,25+ 0,27 0,00 0,75
27 C 8 0,72+0,16 0,50 1,00
30 A 8 0,13+0,23 0,00 0,50
30 C 8 0,44 + 0,32 0,00 0,75

Tabla 6. Evaluacion de la calidad del tejido de granulaciéon, a través del andlisis

estadistico del puntaje total del tejido de granulacion.

Anélisis histolodgico.
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El andlisis estadistico reveld que no existe efecto del tratamiento sobre las
variables histoldgicas que fueron evaluadas.

Tabla 7. Evaluacion histologica de la cicatriz.

Variable Grupo Media + D. E. Minimo Maximo
Grado de Inflamacion A 0,75+ 0,89% 0,00 2,00
C 0,75 + 0,46% 0,00 1,00
Angiogénesis A 2,13+0,64° 1,00 3,00
C 2,25 +0,89" 1,00 3,00
Fibrosis A 2,38 £ 0,52° 2,00 3,00
C 2,25+0,71° 1,00 3,00
Hiperplasia Epitelial A 1,13 + 0,99° 0,00 3,00
C 1,75 + 1,28° 0,00 3,00
Todas A 6,38 £ 1,19° 4,00 8,00
C 7,00 + 2,39° 3,00 10,00

Grupos con letras diferentes (superindice) tienen diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05).
Ver Tabla 2 para definicién de grupos.
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Figura 10. Microfotografia de una biopsia obtenida de la cicatriz de una herida
vendada con parche de amnios. En esta imagen se aprecian las dos capas de la piel
con tinciones de Hematoxilina-Eosina (A) y Mallory (B) 10X.
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Epidermis

Figura 11. Microfotografia de una biopsia obtenida de la cicatriz de una herida
vendada con parche convencional. En esta imagen se aprecian las dos capas de la
piel con tinciones de Hematoxilina-Eosina (A) y Mallory (B) 10X.
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Figura 12. Microfotografia de una biopsia obtenida de la cicatriz de una herida
vendada con parche de amnios. En esta imagen se aprecian las dos capas de la piel
con tinciones de Hematoxilina-Eosina (A) y Mallory (B) 20X.
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Figura 13. Microfotografia de una biopsia obtenida de la cicatriz de una herida
vendada con parche convencional. En esta imagen se aprecian las dos capas de la
piel con tinciones de Hematoxilina-Eosina (A) y Mallory (B) 20X.
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DISCUSION

Uno de los grandes desafios que enfrenta el médico veterinario en la
practica equina es el manejo de heridas. Desafortunadamente, la seleccion del
tratamiento a menudo se basa en habitos o en elegir aquel que sea menos
costoso, mas que sobre antecedentes cientificos, puesto que la investigacion en
manejo de heridas es escasa en nuestro pais. EI vendaje ha sido el tratamiento
de eleccién para muchos, los vendajes han sido utilizados para mejorar el proceso
cicatricial disminuyendo la contaminacion, edema, y exudacién; protegiendo del
movimiento y de futuros traumas; y modificando la humedad, temperatura, pH, e

intercambio gaseoso en el sitio de la herida (Knottenbelt, 2003).

En este estudio, se ha querido realizar un modelo de la situacién clinica a la
gue se ve enfrentado dia a dia el médico veterinario que atiende heridas en
caballos, frecuentemente situadas en la parte distal de los miembros y de origen
traumatica. Lo que hace que la mayoria de estas heridas deban ser tratadas
mediante cicatrizacion por segunda intencion. Por lo tanto, realizamos heridas de

caracteristicas similares a las anteriormente descritas.

Elegimos un parche no oclusivo para el vendaje control porque estudios
previos (Howard et al., 1993) revelaron que su uso en heridas en los miembros en
equinos aceleran de manera significativa la cicatrizacion, comparado con parches
semi-oclusivos u oclusivos, es por esto que este parche es considerado la prueba
de oro y es frecuentemente usado en la practica por los veterinarios de nuestro

pais.

El parche de amnios fue facil de utilizar y de almacenar, de bajo costo y
bien tolerado por los pacientes; no caus6 dafio en las heridas. Los lavados
aplicados a los parches de amnios previo a cada aplicacion, no disminuyeron su

excelente capacidad adherente.
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El dia que por primera vez fue visto el nuevo epitelio y el tiempo de
cicatrizacion de las heridas vendadas con parche convencional, fueron similares a
lo descrito en trabajos anteriores (Bigbie et al., 1991) (Schwartz et al., 2002) para

heridas de las mismas caracteristicas a las empleadas en este estudio.

El dia que por primera vez fue visto el nuevo epitelio, no mostrd diferencias

significativas entre grupos.

En este estudio, al igual que en estudios previos en ponis (Goodrich et al.,
2000), el parche de amnios acelerd el tiempo de cicatrizacion de las heridas en
comparacion con los parches convencionales. Las heridas que fueron vendadas
con amnios cicatrizaron en promedio 12 dias mas rapido que las heridas vendadas

con parche convencional (p < 0,05).

El periodo de expansion del area de las heridas fue durante los primeros 4
dias, esto se explica por el fendmeno inflamatorio desencadenado por la
intervencién quirargica. En estudios anteriores (Bigbie et al., 1991) el area de la
herida permanece en expansion por mas tiempo luego de la cirugia, esto se puede
explicar porque en esos estudios los ejemplares no estuvieron sometidos a terapia
antiinflamatoria post-quirdrgica. Es importante aclarar que el tratamiento no afecto

de manera significativa el &rea de las heridas durante este periodo.

Durante la mayor parte del estudio la media del area total de las heridas fue
significativamente menor en el grupo A que en el grupo C (p < 0,05). Los dias en
gue no existieron diferencias estadisticamente significativas entre grupos, la media
contindo siendo menor en el grupo A. La explicacion de la no existencia de
diferencias significativas en estos dos dias no es del todo clara, en la literatura

consultada no se encontraron respuestas posibles para esta situacion.

En este trabajo se observO que los vendajes con amnios superaron

notablemente a los vendajes convencionales en prevenir la formacion de tejido de
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granulacion exuberante (p < 0,05). Ademas, se evidencié una mejor calidad del
tejido de granulacion en las heridas vendadas con amnios en comparacion con las
del grupo control (p < 0,05). La mejor calidad del tejido de granulacion se puede
traducir en una mayor fuerza de los tejidos. De hecho, si el tejido de granulacion
inicial esta bien organizado, es posible que la matriz de coldgeno se establezca en
forma ordenada, y por lo tanto con mayor resistencia.

Estudios realizados en humanos sostienen que el empleo de la membrana
amnittica sobre heridas en piel producidas por quemaduras, en primer lugar
promueve la reparacion de heridas y en segundo lugar favorece una menor
frecuencia en el cambio de vendajes. Adicionalmente, demostré mayor comodidad
al momento del cambio de los vendajes, menor antigenicidad, efectos
antimicrobianos, alivio del dolor, reduccion de la exudacion y de la formacién de
cicatrices (Kesting et al., 2008). Algunas de estas propiedades o todas ellas en
conjunto, podrian ayudar a explicar la mejor calidad del tejido de granulacion y el
menor porcentaje de heridas con tejido de granulacion exuberante dentro del
grupo A versus el grupo C. En estudios futuros se podrian evaluar estas
propiedades del parche de amnios en la especie equina.

Una parte importante del estudio fue la evaluacion, a través de un examen
histoldgico, de la calidad de la cicatriz producida luego de la reparacion. Si bien
por medio de los analisis previos se ha demostrado que el parche de amnios
acelera la reparaciéon, es fundamental comprobar que la cicatriz formada sea de
una calidad aceptable y que no aumente el riesgo de fractura del tejido cicatricial
ante futuros traumas. Los resultados del examen histolégico no revelaron
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la calidad de la cicatriz,
entre grupos. Lo cual indica que el parche de amnios acelera la cicatrizacion de

las heridas sin detrimento de la calidad de ésta.
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CONCLUSION

El presente estudio indica que el amnios es un parche biologico que acelera
la reparacion de la piel cuando es utilizado en heridas de la parte distal de los

miembros en caballos.

El método de obtencion, procesamiento y almacenamiento del amnios,

utilizado en este estudio resultd ser efectivo.
Por lo tanto, los parches de amnios surgen como una alternativa de bajo

costo y alta eficiencia para ser usada en la clinica del manejo de heridas en

caballos en nuestro pais.

44



BIBLIOGRAFIA

Baxter, G. 1998. Wound Management. In: WHITE N. A.; MOORE J. M. (Eds).
Current Techniques in Equine Surgery and Lameness. 2a edicion. W. B.

Saunders Company. USA. pp.72-80.

Bertone, A. 1989. Management of exuberant granulation tissue. Veterinary

Clinics North American: Equine Practice 5: 551-562.

Bigbie, R.; Schumacher, J.; Swaim, S.; Purohit, R.; Wright, J. 1991. Effects
of amnion and live yeast cell derivate on second-intention healing in horses.

American Journal of Veterinary Research 52: 1376-1382.

Britton, J. 1970. Wound Management in Horses. Journal of the American
Veterinary Medical Association 157: 1585-1589.

Ducharme-Desjarlais, M.; Céleste, C.; Lepault, E.; Theoret, C. 2005. Effect
of a silicone-containing dressing on exuberant granulation tissue formation and
wound repair in horses. American Journal of Veterinary Research 66: 1133-
1139.

Gomez, J.; Hanson, R. 2005. Use of dressing and bandages in equine wound

management. Veterinary Clinics Equine Practice 21: 91-104.

Goodrich, L.; Moll, H.; Crisman, M.; Lessard, P.; Bigbie, R. 2000.
Comparison of equine amnion and nonadherent wound dressing material for
bandaging pinch-grafted wounds in ponies. American Journal of Veterinary
Research 61:326-329.

45



Hanson, R. 2006. New concepts in the tratment of large avulsion wounds of the

distal extremities. In: 52 Annual Convention of the American Association of

Equine Practitioners — AAEP - San Antonio, Texas, USA.

<http://www.ivis.org/proceedings/aaep/2006/theoret/chapter.asp?LA=1> (24 de
marzo de 2007).

Howard, R.; Stashak, T.; Baxter, G. 1993. Evaluation of occlusive dressing for
Management of full thickness excisional rounds on the distal portion of the

limbs of horses. American Journal of Veterinary Research 54: 2150-2154.

Kesting, M.; Wolff, K.; Hohlweg-Majert, B.; Steinstraesser, L. 2008. The role
of allogenic amniotic membrane in burn treatment. Journal of Burn Care &

Research: Oficial Publication of the American Burn Association 29: 907-916.

Knottenbelt, D. 2003. Basic Wound Management. In: Handbook of Equine
Wound Management. W. B. Saunders Company, London. pp. 39-77.

Ramsey, D.; Pope, E.; Wagner-Mann, C.; Berg, J.; Swaim, S. 1995. Effects
of three occlusive dressing materials on healing of full-thickness skin wound in

dogs. American Journal of Veterinary Research 56:941-949.

Rees, C. 2004. Disorders of the Skin. In: Reed, S.; Bayly, W.; Sellon, D. (Eds.)
Equine Internal Medicine. 2" Edition. W. B. Saunders Company. USA. pp.667-
669.

Riegel, R.; Hakola, S. 2003. The Skin. In: lllustrated Atlas of Clinical Equine

Anatomy and Common Disorders of the Horse. 1% Ed. Equistar Publications,
Ohio. p.p.294-306.

46


http://www.ivis.org/proceedings/aaep/2006/toc.asp
http://www.ivis.org/proceedings/aaep/2006/toc.asp
http://www.ivis.org/proceedings/aaep/2006/toc.asp
http://www.ivis.org/proceedings%20/AAEP/1998/Messer/cbapter.asp?LA=1

Ross, M.; Kaye, G.; Wojciech, P. 2002. Integumentary system. In: Histology.
A Text and Atlas. 4™ Ed. Lippincott Williams & Wilkins. p.p. 400-432.

Shwartz, A.; Wilson, D.; Keegan, K.; Ganjam, V.; Sun, Y; Weber, K.; Zhang
J. 2002. Factors regulating collagen synthesis and degradation during second-
intention healing of wound in the thoracic region and the distal aspect of the
forelimb of horses. American Journal of Veterinary Research 63: 1564-1570.

Theoret, C. 2006. What's New and Innovative in wound Management:

Problems and Solutions. In: 52 Annual Convention of the American Association

of Equine Practitioners — AAEP - San Antonio, Texas, USA.

<http://www.ivis.org/proceedings/aaep/2006/theoret/chapter.asp?LA=1> (24 de
marzo de 2007).

Wilmink, J.; Stolk, P.; van Weeren, P.; Barneveld, A. 1999. Differences in
second-intention wound healing between horses and ponies: macroscopical

aspects. Equine Veterinary Journal 31: 53-60.
Wilmink, J.; van Weeren, P. 2005. Second-Intention repair in the horse and

pony and management of exuberant granulation tissue. Veterinary Clinics
Equine Practice 21: 15-32.

47


http://www.ivis.org/proceedings/aaep/2006/toc.asp
http://www.ivis.org/proceedings/aaep/2006/toc.asp
http://www.ivis.org/proceedings/aaep/2006/toc.asp
http://www.ivis.org/proceedings%20/AAEP/1998/Messer/cbapter.asp?LA=1

Anexo 1

Ficha N ©;
FECHA: [

NOMBRE:
EDAD:

SEXO:

RAZA:

COLOR:

PESO:
PROCEDENCIA:

EXAMEN CLINICO

FICHA CLINICA

Actitud:

Pliegue cutaneo:

Mucosas:

Frecuencia cardiaca:

Tiempo de Llene Capilar:

Frecuencia respiratoria:

Flujo yugular:

Temperatura rectal:

Observaciones:
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Anexo 2

CERTIFICADO N° 002

Con relacién a los procedimientos propuestos para el uso de animales
experimentales en el Anteproyecto titulado “EFECTO DEL AMNIOS EQUINO
SOBRE LA FORMACION DEL TEJIDO DE GRANULACION Y LA
REPARACION DE HERIDAS EN CABALLOS”, cuyo Investigador
Responsable es el Sr. ENRIQUE PINTO, el Comité de Bioética Animal de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile
certifica que este satisface lo estipulado en la guia de principios directrices
internacionales para el uso de animales en investigaciones Biomédicas,
elaborada por el Consejo para las Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Biomédicas, adecuada y adoptada por este Comité.

&

D
Decano

Presidente

Comité de Bioética Animal

Santiago, junio 4 de 2007
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Anexo 3

N Informe : 190
Fecha : 22.01.2008
Fax $
Ficha
IDENTIFICACION Equino
PROPIETARIO Rodrigo Diaz Ledezma
TIPO DE MUESTRA Placenta (amnios)
EXAMEN SOLICITADO Microbiolégico
M. VETERINARIO TRATANTE Dr. Enrique Pinto

RESULTAD

Al cultivo para bacterias aerobias y facultativas, las tres muestras de amnios resultaron
negativas a desarrollo bacteriano.

ANTIBOGRAMA:
Ac. Nalidixico Ampicilina Cefradina 25/31
Cloramfenicol Cloxacilina Doxiciclina 20/22
Enrofloxacino Eritromicina Gentamicina 17/15
Neomicina Penicilina S. + Trimetoprim
Tetraciclina Cefotaxima Amox. + Ac. Clavulanico
Lincomicina Cefadroxilo Azitromicina
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Anexo 4

PAUTA DE EVALUACION A CADA CAMBIO DE VENDAJE

FECHA: /A
Observaciones (tratamiento farmacol6gico,
aparicién nuevo epitelio, cicatrizacién completa,
CABALLO Miembro Area (mm?) | caracteristicas del exudado, etc.)
1 MAD
1 MAI
2 MAD
2 MAI
3 MAD
3 MAI
4 MAD
4 MAI
5 MAD
5 MAI
6 MAD
6 MAI
7 MAD
7 MAI
8 MAD
8 MAI
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Anexo 5

EVALUACION DE LA FRECUENCIA DE RESECCION

—

CABALLO | TTO 11]15]18|21|25|28|30|32(35|39 |43 |46 |50|53|57 |60 |63
1 A
1 C
2 A
2 C
3 A
3 C
4 A
4 C
5 A
5 C
6 A
6 C
7 A
7 C
8 A
8 C

Se marcara con un ticket (V) el dia en que se escinda el tejido de granulacién

exuberante grados 3 y 4, segun la escala predeterminada por Goodrich et al.
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Anexo 6

PAUTA DE EVALUACION DEL TEJIDO DE GRANULACION

Dr. Arnaldo Croxatto Alarcon.

Protuberancia de TG Calidad del TG Color del TG

0 = Nada 0 = Plano 0 = Rosado

1 = Medio 1 = Rugoso 1 = Amarillo o rojo
2 = Marcada 0Scuro

Fotografia N ©

Grado de inflamacién

Angiogénesis

Fibrosis

Hiperplasia epitelial

Muestra N ©

Grado de inflamacién

Angiogénesis

Fibrosis

Hiperplasia epitelial

Muestra N °

Grado de inflamacién

Angiogénesis

Fibrosis

Hiperplasia epitelial




Anexo 7

PAUTA DE EVALUACION HISTOLOGICA

Dr. Julio Larenas Herrera

Grado de Inflamacién Angiogénesis Fibrosis Hiperplasia
epitelial
0 = Nada 0 = Nada 0 = Nada 0 = Nada
1 = Minima 1 = Minima 1 = Minima 1 = Minima
2 = Moderada 2 = Moderada 2 = Moderada 2 = Moderada
3 = Marcada 3 = Marcada 3 = Marcada 3 = Marcada
Muestra N ° 1 |2 3 4 5 6 8 9 10
Grado de inflamacion
Angiogénesis
Fibrosis
Hiperplasia epitelial
Muestra N © 11 (12 |13 {14 |15 | 16

Grado de inflamacion

Angiogénesis

Fibrosis

Hiperplasia epitelial
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